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Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, es un 
protozoario hemoflagelado que posee una cisteína proteinasa mayoritaria 
denominada cruzipaina (Cz). Esta enzima además de un dominio catalítico, 
presenta un dominio C-terminal (C-T) de relevancia inmunológica. Nuestro grupo 
ha descripto previamente en este dominio, una O-glicosilación constituida por N-
acetil glucosamina y una N-glicosilación compuesta por oligosacáridos de alta 
manosa, y un grupo sulfato constituyendo el primer reporte de glicoproteínas 
sulfatadas en Trypanosomátidos. Además, encontramos que los sulfatos 
presentes en la Cz presentan una marcada antigenicidad en pacientes con 
enfermedad de Chagas y también en modelos de infección murino donde además 
estarían directamente relacionados con el daño del tejido cardíaco. A pesar de la 
relevancia que muestran los motivos sulfatados del parásito nada se sabe del 
mecanismo de sulfatación ni acerca de su rol en el metabolismo del mismo. 
La sulfatación, modificación crítica en muchas instancias de 
reconocimiento biológico, es catalizada por enzimas denominadas 
sulfotransferasas las cuales dependen para llevar a cabo su función de una 
molécula denominada PAPS (3'- fosfoadenosina-5' fosfosulfato). En este trabajo, 
estudiamos el efecto del clorato de sodio, un reconocido inhibidor de la síntesis de 
PAPS. En epimastigotes tratados con dicho inhibidor, observamos tanto una 
disminución de la sulfatación de la Cz por western blot como un desplazamiento 
hacia puntos isoeléctricos más altos en electroforesis bi-dimensional. Además 
vimos un marcado descenso de sulfoglicoesfingolípidos en cromatografía de placa 
delgada, confirmado mediante el análisis por espectrometría de masa (UV-
MALDI-TOF). Estos parásitos mostraron anormalidades estructurales en 
imágenes de microscopía electrónica, y cuando se utilizó el tratamiento sobre 
trypomastigotes, obtuvimos una disminución marcada en la capacidad infectiva 
de los mismos. Mediante ensayos de citometría de flujo vimos una fuerte 
presencia de los epitopes sulfatados de la Cz expuestos en la superficie de 
trypomastigotes y en ensayos de infección posteriores pudimos demostrar la 
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participación de estos epitopes presentes en el dominio C-T de la Cz en dicho 
proceso. 
Las siglecs (sialic acid recognizing Ig-superfamily lectins), son un grupo de 
lectinas de reconocimiento a ácido siálico, expresadas en células del sistema 
inmune e involucradas en la regulación negativa de la activación de las mismas. 
Se ha demostrado que la señalización por vía de las Siglecs muchas veces 
depende del contexto glicosídico en el cual se encuentre el ácido siálico y que T. 
cruzi es reconocido por estas lectinas. 
Nuestros resultados con Siglec-E de ratón, ortóloga de la Siglec-9 humana, 
mostraron que los ligandos de esta lectina en el parásito están específicamente 
expuestos en proteínas de membrana. Además, existe un reconocimiento de esta 
lectina a Cz tanto lisosomal de epimastigotes como de Cz liberada al medio por 
trypomastigotes metacíclicos. La participación de los sulfatos de la Cz 
promoviendo esta interacción fue demostrada en ensayos de ELISA directo en los 
cuales Cz y C-T tuvieron un reconocimiento significativamente mayor al de Czd y 
C-Td. Estos resultados fueron confirmados en ensayos de ELISA de competencia 
entre Cz y Czd. Por último mediante tratamientos con clorato de sodio, 
demostramos que la presencia de sulfatos en la superficie del parásito incrementa 
el reconocimiento de Siglec-E por los mismos utilizando citometría de flujo. En 
conjunto nuestros resultados sugieren que las glicoproteínas silalidadas del 
parásito, que contienen grupos sulfatos como la Cz, interaccionan con Siglec-E 
modulando la respuesta inmune del hospedador, favoreciendo la parasitemia y la 
persistencia del parásito. 
Finalmente considerando los antecedentes detallados sobre la relevancia 
de la sulfatación tanto en el metabolismo del parásito como en el desarrollo de la 
enfermedad de Chagas; sumado a la ausencia de secuencias genómicas que 
podamos identificar como posibles sulfotransferasas del parásito, sostenemos 
firmemente que esta vía es un blanco potencial terapéutico de relevancia. 
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2D 
 
Bidemensional 
Abs absorbancia  
AGSLs Glicoesfingolípidos ácidos  
AS Ácido Siálico 
BSA  Seroalbúmina bovina  
PBSA BSA 1% en PBS 
Con-A  Concanavalina A  
CPs Cisteína proteinasas 
C-T  dominio C-terminal  
Cz  Cruzipaína 
C-Td dominio C-terminal desulfatado 
Czd Cruzipaínadesulfatada 
CD22 Clúster de diferenciación 22 o Siglec 2 
DHB  ácido 2,4-dihidroxibenzoico  
DO  Densidad óptica  
E-64  Trans-epoxi- succinil L-leucilamido (4-
guanidino) butano  
ELISA  EnzymeLinkedInmunoSorbentAssay 
EM  Espectrometría de masa  
Fc Fragmento cristalizable 
NAcGlc N-acetil D-glucosamina  
NAcGlc6S N-acetil D-glucosamina 6 Sulfato 
GSLs Glicoesfingolípidos 
HL-1 Línea celular de cardiomiocitosmurinos 
HMR Receptor de Manosa 
IgG Inmunoglobulina G  
IgGs-enriquecidas-AS IgGs obtenidas contra Cz y enriquecidas 
en el reconocimiento de los epitopes 
sulfatados 
IgGs-AntiCz-T IgGs específicas para Cz entera 
kDa kilodalton 
MALDI  matriz-assisted laser 
desorption/ionization 
(desorción/ionización laser asistida por 
matriz)  
mM Milimolar 
MW  peso molecular  
Mal II Lectina de union a ácido siálico 
(maackiaamurensis) 
NGSLs Glicoesfingolípidos neutros  
OPD  orto-fenilendiamina 
PAPS 3’-Fosfoadenosina 5’-Fosfosulfato 
PBS  Buffer fosfato salino  
PCR Reacción en cadena de la Polimerasa 
Rl ReservosomasElectrolúcidos 
Rd ReservosomasElectrodensos 
rpm  Revoluciones por minuto  
SD  Desvío estándar  
SDS-PAGE  Electroforesis en geles de poliacrilamida 
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en presencia de dodecilsulfato de sodio  
Siglec Lectina de la familia de las 
inmunoglobulinas de unión a ácido siálico 
Sn Sialoadhesina o Siglec-1 
STs Sulfotransferasas 
TBS  Buffer Tris salino  
T. cruzi Trypanosoma cruzi 
Tc.AKR Aldo-CetoReductasa deT. cruzi 
Tul 2 Cepa de T. cruzi Tulahuen 2 
TS Transialidasa 
Tris  Tris (hidroximetil) aminometano 
UV  ultravioleta  
 
 
Sustratos utilizados para la determinación de actividades enzimáticas de 
peptidasas 
 
Bz-Pro-Phe-Arg-pNA 
 
N-benzoil, prolil, fenilalanil, 
arginil, para-nitroanilida 
 
FA-Phe-Phe-OH  
 
Furil, acriloil, fenilalanil 
fenilalanina  
 
Z-FR-OMe-β-NAm 
 
Z-fenilalanil, arginil, o-
metil,betanaftilamida 
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1.I.1. Origen y Epidemiología  
La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es una zoonosis 
causada por el parásito protozoario Trypanosoma cruzi, descripta por el médico 
infectólogo brasileño Carlos Chagas (1879-1934) en el año 1909. Carlos Chagas, 
fue el primer investigador que logró describir una enfermedad infecciosa en su 
totalidad, detallando las características del agente patógeno, su vector y el 
hospedador, así como también las manifestaciones clínicas y la epidemiología de 
la parasitosis. Chagas creyó erróneamente que la vía de infección principal era la 
picadura del insecto, y no a través de las heces del mismo como fuera propuesto 
por su colega Emile Brumpt en 1915 y demostrado posteriormente por Silveira 
Días en 1932 y Cardoso en 1938. Luego, Carlos Mazza contribuyó a establecer la 
relación de esta parasitosis con numerosos casos de enfermedades cardíacas 
crónicas detectadas en el norte de nuestro país. 
La infección de Chagas es endémica en una gran extensión del continente 
americano, que comprende desde el paralelo 32º de latitud norte en el sur de los 
Estados Unidos de América hasta el paralelo 45º de latitud sur en la Argentina y 
Chile (Reisenman y col, 2010). El número estimado de personas infectadas en el 
mundo pasó de 30 millones en 1990 a 6 a 8 millones en el 2010. En esos 20 años, 
la incidencia anual decreció de 700.000 a 28.000 en las Américas (OPS, 
2014).Actualmente, 65 millones de personas se encuentran en riesgo de infección 
en 21 países de Latinoamérica. Anualmente se registran cerca de 12.000 muertes 
a causa de la enfermedad (WHO, 2014; OPS, 2014).Por otra parte, debido 
apatrones de migración internacional, la enfermedad alcanzó áreas no endémicas 
como Canadá, Estados Unidos, varios países de Europa y lugares remotos como 
Japón y Australia (Gascon y col., 2010). Desde 1991, distintas iniciativas 
regionales han logrado grandes avances en el control domiciliario del vector y de 
los bancos de sangre (Dias y col., 2002; Schmunis y Cruz, 2005). Uruguay, Chile, 
Brasil y algunas zonas de Paraguay y Argentina han sido certificadas como libres 
de transmisión vectorial. Sin embargo, la seroprevalencia de T. cruzi en muchos 
adultos de países de América Latina permanece con valores elevados (Rassi y col., 
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2010). Esto significa que aunque la transmisión vectorial de la enfermedad se 
interrumpiese hoy, las mujeres infectadas permanecerían en riesgo de transmitir 
la infección a sus hijos en el futuro (Carlier y Torrico, 2003).Debido a las 
características de la patología y el gran número de personas infectadas, la 
infección por T. cruzi es considerada uno de los principales problemas de Salud 
Pública en América Latina. 
En la República Argentina se estima que habría 1,35 millones de personas 
infectadas, 7,3 millones de personas expuestas, y más de 300.000 afectadas por 
cardiopatía de origen chagásico (OPS, 2016).Actualmente, las provincias de 
Jujuy, Río Negro, Neuquén, La Pampa, Entre Ríos, Misiones, Santa Fe y San 
Luis han logrado la interrupción de la transmisión vectorial (Fig. 1) (OPS, 2014). 
Figura 1. Transmisión Vectorial en América Latina.  
Zonas donde la transmisión no ha sido (A) o ha sido (B)  interrumpida por el vector 
principal;  Área no endémica, sin evidencia de transmisión vectorial (C). Zonas donde la 
interrupción de la transmisión vectorial no es una meta (D) donde el vector principal ha 
sido eliminado (E) o países no incluidos en el estudio (F) (OPS, 2014). 
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La  seroprevalencia en mujeres embarazadas es  otro factor alarmante de 
la infección por T. cruzi en nuestro país, alcanzando 6,8 % en  el  año 2000 y 4,2 % 
en 2009, estimándose que cada año nacen aproximadamente 1.300 niños 
infectados con T. cruzi vía transmisión congénita. Actualmente, se estima una 
prevalencia media de infección de 1,5 % en niños menores de 14 años. Cabe 
consignar que con tratamiento parasiticida adecuado se logra curación 
parasitológica en 9/10 niños tratados en fase aguda y 7/10 tratados en fase 
crónica (OMS, 2007). 
1.I.2 Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi 
El T. cruzi es un protista unicelular hemoflagelado perteneciente al Orden 
Kinetoplastida, de la Familia Trypanosomatidae. Es un parásito intracelular 
obligado cuyo ciclo de vida alterna entre un hospedador intermediario 
invertebrado, el insecto triatomino hematófago perteneciente a la familia 
Reduviidae, subfamilia Tritaominae, que cumple el rol de vector en el ciclo de 
vida del parásito y un hospedador definitivo vertebrado mamífero (Levine y col, 
1980). 
En áreas endémicas predomina la forma de transmisión vectorial, 
condicionada por el escenario eco-epidemiológico de las zonas rurales en donde 
interactúan el agente etiológico, los insectos vectores, los animales reservorios y 
el hombre (Cohen y col., 2001). También existen otras vías de transmisión como 
la infección oral, la transmisión congénita, la transfusión sanguínea y el 
trasplante de órganos. 
La transmisión vectorial de T. cruzi ocurre cuando el insecto, luego de 
alimentarse con la sangre del hospedador vertebrado o mientras lo hace, libera 
trypomastigotes metacíclicos con las heces, los cuales son introducidos en forma 
mecánica con el rascado de la picadura por la irritación que provoca, o penetran 
activamente a través de una herida en la piel o de las mucosas. En el sitio de 
entrada al organismo, los trypomastigotes invaden o son fagocitados por las 
células nucleadas circundantes a la herida y luego se diferencian a amastigotes, 
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forma replicativa del parásito dentro de las células de mamíferos. Luego de varios 
ciclos de replicación por fisión binaria dentro del citoplasma celular, los 
amastigotes se diferencian a trypomastigotes, forma no replicativa, rompen la 
célula y son liberados a los espacios intersticiales y al torrente sanguíneo, 
pudiendo así infectar otras células nucleadas alejadas del sitio de entrada al 
organismo o ser ingeridos por el vector. En la región posterior del intestino del 
vector, los trypomastigotes se transforman en epimastigotes, forma replicativa 
responsable del mantenimiento de la infección en el hospedador invertebrado, 
donde se dividen por fisión binaria. Cuando los epimastigotes llegan al recto del 
insecto, se convierten en trypomastigotes metacíclicos y son eliminados con las 
heces, durante o inmediatamente después de la alimentación, reiniciándose 
nuevamente el ciclo de vida de los parásitos (Santos-Buch y col., 1985; figura 2) 
 
Figura 2. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi 
Ciclo de vida de T. cruzi adaptado de la página web del CDC (Centers for Disease Control 
and Prevention). http://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisAmerican/ 
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1.I.3 Estadios Clínicos de la enfermedad de Chagas 
La enfermedad presenta tres períodos muy definidos: una fase aguda con 
un bajo índice de mortalidad, una fase indeterminada o latente que suele ser 
asintomática y una fase crónica, sintomática, con compromiso miocárdico y/o 
digestivo progresivo. 
1.I.3.1. Fase Aguda 
Comienza entre los días 6 a 10 y hasta 2 meses post infección.  Solo el 5 % 
de los pacientes presentan síntomas y/o signos específicos de la Enfermedad de 
Chagas aguda que facilitan su diagnóstico. La inflamación producida en el sitio 
de la picadura denominado “chagoma de inoculación”, y el signo de Romaña 
cuando la infección ocurre en el ojo, comprometiendo los párpados superior e 
inferior son los signos más específicos junto con fiebre y hepato-esplenomegalia.   
En los casos más severos puede provocar miocarditis aguda o también 
meningoencefalitis aguda y desencadenar la muerte del paciente si no es tratado 
oportunamente, especialmente en niños pequeños y personas inmunosuprimidas 
(Rassi y col., 2000). Las manifestaciones clínicas no específicas incluyen: fiebre, 
cefaleas, convulsiones, anorexia, somnolencia, vómitos, escalofríos, diarreas, etc.  
Esta fase puede durar entre dos y cuatro meses, y se caracteriza por una 
parasitemia elevada, siendo relativamente sencilla la identificación de T. cruzi en 
muestras de sangre (WHO, 2002). 
1.I.3.2. Fase Indeterminada 
Es la etapa que sigue a la fase aguda, y se caracteriza por la disminución 
de la parasitemia, atenuación, o incluso desaparición, de los síntomas clínicos.  
Constituye la etapa silenciosa de la Enfermedad, que en la mayoría de los casos 
transcurre en forma inadvertida. El 70-85 % de las personas infectadas continúan 
en esta etapa durante toda la vida (Barrett y col., 2003).  Solo puede evidenciarse 
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por exámenes de laboratorio que implican principalmente métodos serológicos 
dada la dificultad de detección del parásito. 
1.I.3.3. Fase Crónica 
Aproximadamente el 30 % de los individuos infectados con T. cruzi derivan 
a esta fase al cabo de 10 a 20 años post-infección. El daño tisular se hace evidente 
en el desarrollo de las alteraciones cardíacas y/o digestivas progresivas e 
irreversibles que caracterizan la fase crónica de la infección (Laranja y col., 1956; 
Rosenbaum, 1964). El compromiso cardíaco es la manifestación más frecuente e 
importante en la etapa crónica de la enfermedad de Chagas en la Argentina 
(Rosenbaum y Cerisola, 1961; Bonet y col., 1968). Las manifestaciones digestivas 
como el megacolon y megaesófago se han descripto principalmente en pacientes 
de Brasil, donde la prevalencia de esta patología es tres veces mayor que en otras 
áreas endémicas (Schmunis, 1994). Los desórdenes de tipo neurológico, que son 
atribuidos a  las alteraciones del sistema nervioso periférico y a la destrucción de 
células del sistema nervioso autónomo, son otras manifestaciones de la 
enfermedad de Chagas observadas con menor frecuencia (Sica y col., 1986; 
Gonzalez Cappa y col., 1987; Losavio y col., 1989). En esta etapa, la parasitemia 
es transitoria, por lo que la detección del parásito en sangre es totalmente 
aleatoria y de baja sensibilidad.  
Otra clasificación de la evolución de la enfermedad que utiliza como 
parámetro principalmente el grado de disfunción cardíaca, es frecuentemente 
utilizada agrupando a los pacientes en cuatro grupos: G0, G1, G2 y G3. De 
acuerdo a esta clasificación, el grupo G0 presenta reacción positiva al diagnóstico 
de Chagas, electrocardiogramas normales y características cardiacas normales 
observadas por placa de rayos X. El grupo G1 presenta reacción positiva al 
diagnóstico de Chagas, electrocardiogramas anormales y características cardíacas 
normales observadas por placa de rayos X. El grupo G2 presenta reacción 
positiva al diagnóstico de Chagas, electrocardiogramas anormales y rayos X de 
tórax con cardiomegalia, sin signos o síntomas de insuficiencia cardíaca. Mientras 
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que el grupo G3 presenta reacción positiva al diagnóstico de Chagas, 
electrocardiogramas anormales y características cardíacas anormales observadas 
por placa de rayos X que acompañan una disfunción cardíaca crónica severa 
(Kuschnir y col., 1985). 
1.I.4.Diagnóstico 
El diagnóstico de laboratorio de la infección por T. cruzi se basa en métodos 
de observación directa que permiten detectar al parásito en sangre periférica o 
muestras de tejido y/o técnicas que demuestran la existencia de anticuerpos 
específicos contra antígenos del parásito. 
En la fase aguda de la enfermedad, la presencia de trypomastigotes 
circulantes es fácilmente detectable mediante la examinación de muestras de 
sangre fresca al microscopio óptico. Cuando los niveles de parasitemia son bajos, 
se utilizan métodos de concentración como el Strout o el micro-hematocrito. Los 
parásitos también pueden ser observados en frotis de sangre teñidos mediante la 
técnica de May-Grunwald Giemsa. 
En la fase crónica de la infección disminuyen los niveles de parásitos 
circulantes en sangre periférica, por lo que la utilidad de los métodos 
parasitológicos directos se ve limitada. La mayoría de las personas infectadas 
generan anticuerpos contra el parásito, con predominio de clase IgM durante la 
fase aguda temprana, siendo reemplazados gradualmente por IgG a medida que 
progresa la infección. En consecuencia, son más utilizados los métodos indirectos 
que se basan en la detección de anticuerpos específicos contra el parásito. Las 
técnicas serológicas más usadas son: hemaglutinación indirecta (HAI), análisis 
por inmunoabsorción ligado a enzimas (del inglés, enzyme-linked immunosorbent 
assay, ELISA) e inmunofluorescencia indirecta (IFI). Estas pruebas han sido 
ampliamente validadas, por lo que se consideran técnicas convencionales de 
rutina. En Argentina, el Ministerio de Salud recomienda efectuar al menos dos 
técnicas serológicas en paralelo para confirmar la infección. En caso de 
discordancia entre las dos técnicas, se debe realizar una tercer técnica para 
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definir el diagnóstico (Guía Ministerio de Salud, 2012). Por convención, se 
considera que una persona está infectada por T. cruzi si se obtienen resultados 
positivos en dos técnicas. Existen otros métodos de diagnóstico (técnicas 
parasitológicas indirectas) como el hemocultivo y el xenodiagnóstico, que 
involucran la expansión de la población parasitaria. El hemocultivo (Abramo-
Orrego y col., 1980) presenta buena sensibilidad en los casos agudos y congénitos, 
pero ésta es muy baja en los casos crónicos. La sensibilidad del xenodiagnóstico es 
del 100 % en los casos agudos y aproximadamente del 50 % en los casos crónicos 
(Cerisola y col., 1974). Ambas técnicas se encuentran prácticamente en desuso 
para diagnóstico, porque el xenodiagnóstico involucra el mantenimiento de 
insectos redúvidos y los dos métodos requieren la espera de al menos 30 días para 
obtener el resultado. 
En los años ′90 se introdujo como método de diagnóstico parasitológico la 
técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR), que permite amplificar 
secuencias específicas del ADN de T. cruzi a partir de muestras de sangre 
periférica, tejidos o preparados histológicos (Wincker y col., 1994; Qvarnstrom y 
col., 2012). Este método permite obtener resultados positivos días e incluso 
semanas antes que los trypomastigotes circulantes sean detectables por 
microscopía (Schijman y col., 2000). Aun así, la sensibilidad de la técnica depende 
del nivel de parasitemia de la persona a diagnosticar, siendo de mayor utilidad 
para la infección aguda y congénita que para los casos crónicos (WHO, 2002). 
Actualmente la carga parasitaria puede cuantificarse por PCR en tiempo real, 
con una sensibilidad de 0.1 parásitos por ml, siendo posible su aplicación en 
pacientes crónicos, con baja parasitemia (Duffy y col., 2009; Búa y col., 2012). 
Estas técnicas parasitológicas moleculares son de especial utilidad para 
determinar la efectividad del tratamiento parasiticida. 
1.I.5. Tratamiento 
A pesar del tiempo transcurrido desde el descubrimiento de la enfermedad 
de Chagas, no se dispone aún de una quimioterapia eficaz para el tratamiento de 
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la misma. Los compuestos Nifurtimox y Benznidazol, constituyen las principales 
drogas disponibles para el tratamiento de la misma y tienen efecto trypanocida 
principalmente sobre los parásitos circulantes. El mecanismo de acción de estas 
drogas no está completamente dilucidado, pero se cree que es mediado por la 
generación de radicales libres y/o metabolitos electrofílicos o por inhibición 
directa de las enzimas involucradas en la detoxificación del parásito (Maya y col., 
2007), lo que lo hace particularmente susceptible al estrés oxidativo (Moreno y 
col., 1982).  Son bien toleradas por niños y jóvenes, aunque frecuentemente 
resultan tóxicas en adultos. Además de producir serios efectos secundarios y ser 
considerados teratogénicas, muestran baja eficacia en la etapa crónica de la 
Enfermedad (Castro y col., 2006; Barrett y col., 2003). El tratamiento de la etapa 
aguda con nifurtimox o benznidazol suele lograr la cura parasitológica en el 100 
% en niños infectados.  Sin embargo, la eficacia del tratamiento en adultos solo 
alcanza el 56 % (Blancoy col., 2000; De Andrade y col., 1996).   
En los pacientes con cardiomiopatía chagásica crónica el tratamiento es 
fundamentalmente sintomático y tiene como fin contrarrestar las alteraciones del 
funcionamiento cardíaco, similares en muchos aspectos a las observadas en 
pacientes con cardiomiopatía dilatada idiopática. En consecuencia, el tratamiento 
está dirigido a los distintos tipos de arritmias y alteraciones de la conducción que 
pueden ser controladas con antagonistas β-adrenérgicos, amiodarona, verapamil, 
ajmalina, etc. (Rosenbaum y col., 1983; Haedo y col., 1986). 
1.I.6 Rol de la respuesta inmune del hospedador 
La presencia del parásito y restos celulares en el sitio de infección genera 
una intensa reacción inflamatoria local compuesta por células mononucleares y 
polimorfonucleares que incluyen linfocitos, macrófagos, mastocitos y eosinófilos, 
produciendo anticuerpos y mediadores inflamatorios como citoquinas, 
quimioquinas y enzimas, y liberando radicales libres. Las primeras células 
invadidas son los macrófagos, los cuales liberando bajas cantidades de IL-12 e 
IFN-γ activan a otras células del sistema inmune que colaboran incrementando el 
nivel de citoquinas inflamatorias y activando a los macrófagos, limitando así el 
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crecimiento de los parásitos en estas células (Brener y Gazzinelli, 1997; Bastos y 
col., 2007). Durante la etapa aguda la respuesta celular es efectiva y 
predominante en la infección, los linfocitos T CD8+ ejercen un efecto protector 
controlando la replicación del parasito debido a su capacidad citotóxica y/o a los 
altos niveles de IFN-γ (Tarleton, 1990). La respuesta inmune humoral es también 
efectiva y capaz de destruir rápidamente a los parásitos circulantes mediante 
anticuerpos específicos producidos principalmente contra las mucinas, 
glicoproteínas presentes en la superficie del parásito (Almeida y col., 1994). Sin 
embargo, ambas respuestas parecen ser insuficientes para eliminarlo 
completamente, estableciéndose la fase indeterminada donde el parásito persiste 
evadiendo efectivamente el sistema inmune del hospedador.  En esta etapa, el 
parásito persiste en forma intracelular de acuerdo al tropismo de la cepa, 
pudiendo dar lugar a la fase crónica.  
Hay controversia en relación a las causas de la patología generada en la 
fase crónica de la Enfermedad de Chagas humana y experimental. 
Independientemente de la contribución eventual de componentes autoinmunes 
(Leon y col., 2001; Kierszenbaum, 2003; Cunha Neto y col., 2006), la patología  ha 
sido relacionada a la persistencia del parásito en los órganos afectados, donde 
producen un proceso de inflamación crónica (Tarleton y col., 2001). Más aún, se 
ha postulado que la persistencia del parásito, sumado a la respuesta inmune 
dirigida hacia múltiples antígenos de miocardio podrían participar en el daño 
cardíaco (Girones y Fresno, 2003) pero independientemente de la causa de la 
patogénesis y la revisión de las teorías existentes para explicar la evolución 
clínica de la Enfermedad de Chagas  (Dutra y Gollob, 2008), la cruzipaína (Cz), 
cisteína proteasa mayoritaria (Cazzulo y col., 2001) de este protozoario parásito 
ha sido considerado un factor fundamental en la progresión de la Enfermedad. 
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1.II. Descripción de la morfología 
Como se describió previamente, el parásito presenta tres estadíos 
morfológicamente diferentes.  Dos de estos, la forma intracelular replicativa 
conocida como amastigote y la forma sanguínea trypomastigote, se encuentran en 
el hospedador final vertebrado. Por otro lado,  en el tracto digestivo del 
hospedador invertebrado puede hallarse la forma replicativa epimastigote 
(Goldenberg y col., 1984; Soares y col., 1992).   
La forma epimastigote se presenta como una célula polarizada de aspecto 
alargado en donde todo el cuerpo celular esta sostenido por un citoesqueleto 
formado por microtúbulos que tienen la dirección del eje mayor de la célula (Fig. 
3). 
Figura 3. Estructura de un epimastigote de T. cruzi 
Esquema de la organización de las  organelas y estructuras en los epimastigotes de T. 
cruzi a partir de observaciones por microscopia de transmisión electrónica (Tomado de 
Souza y col 2008).  
La membrana plasmática posee un grosor de 8 a 10 nm y se encuentra 
rodeada por una cobertura superficial que cubre al parásito, conocida como 
glucocáliz. Esta cobertura aparece como una envoltura delgada en epimastigotes 
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y amastigotes (espesor de 5 nm) mientras que en trypomastigotes es más gruesa, 
llegando a medir 15 nm (De Souza y col., 1978a).   
En la extremidad anterior, los epimastigotes presentan el aparato de 
movimiento que está constituido principalmente por el flagelo y el cuerpo basal.  
El flagelo, que está involucrado en el movimiento de la célula y en la adhesión del 
protozoo a la superficie celular de los hospedadores (invertebrados y vertebrados) 
se presenta como una distribución característica de 9 pares de microtúbulos 
periféricos y uno central. Se encuentra rodeado por una membrana contigua a la 
membrana plasmática que emerge del bolsillo flagelar, compartimiento 
especializado formado a partir de la invaginación de la membrana plasmática (De 
Souza y col., 1978b; Cazzulo y Segura, 1985). Además, está presente en los tres 
estadíos del parásito. El cuerpo basal es una estructura cilíndrica a partir de la 
cual se proyecta el flagelo. Es totalmente intracitoplasmático, y se encuentra 
formado por nueve tripletes de microtúbulos en su parte proximal.  En su parte 
distal, se proyecta el flagelo a partir del bolsillo flagelar (De Souza y col., 1978b).   
 En el centro de la célula se encuentra el núcleo (Fig. 4a). El material 
genético lineal se dispone contiguo a la membrana nuclear como una cromatina 
densa y dispersa. La membrana nuclear está conformada por una bicapa típica 
con poros. El nucléolo, se ubica en el centro de esta organela. Cuando el parásito 
está en interfase, la cromatina se encuentra principalmente en la periferia 
nuclear dándole al núcleo la forma típica de rueda de carro (Brack, 1968; Solari, 
1980). 
                     A                                        B 
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Figura 4. Imágenes de cortes ultrafinos de epimastigotes obtenidos por 
Microscopía electrónica (Sant’Anna y col., 2009). 
a) Corte longitudinal ultrafino de un epimastigote de T. cruzi mostrando una 
organización típica del Núcleo conteniendo al nucleolo  (nu), el kinetoplasto (K) rodeado 
por membrana mitocondrial y parte del  mitocondrión (m) ubicado en la periferia del 
citoplasma. Barra: 2 µm. (Lacombe y col., 2014) b) Sección ultrafina de un epimastigote 
mostrando la forma y organización típica de los reservosomas. Barra: 0,3 µm   
La mitocondria es una organela grande y única que se encuentra 
distribuida a lo largo del cuerpo celular.  En la familia Trypanosomatidae, el 
genoma mitocondrial se encuentra dentro de una región especifica de la 
mitocondria denominada kinetoplasto (Cavalcanti y col., 2009) (Fig. 4a).  El 
kinetoplasto corresponde a una condensación de DNA extranuclear (kDNA) 
dentro de una región bien definida de la mitocondria, formando una estructura 
alargada, que puede hallarse próxima a la base del flagelo.  Este kDNA 
representa aproximadamente 30 % del DNA total de la célula y está distribuido 
en maxi y minicírculos (Hadjuk y Sabastini, 1996). Particularmente en la forma 
trypomastigote, este kDNA se encuentra desorganizado o más relajado, perdiendo 
la estructura de bastón y observándose de forma esférica (Cavalcanti y col., 2009; 
De Souza, 1999). 
En la parte posterior de los epimastigotes aparecen estructuras 
redondeadas, limitadas por una membrana, conocidas como reservosomas y se 
pueden ver también inclusiones lipídicas y glicosomas (Soares y col., 1992) (Fig. 
4b). Estos reservosomas son el resultado de procesos de endocitosis de nutrientes 
cuyo origen se sitúa en el bolsillo flagelar. La endocitosis de nutrientes en 
Trypanosomátidos está restringida al bolsillo flagelar (Webster y Russel, 1993; 
Radek y Hausmann, 1994; Overath y col., 1997); sin embargo los epimastigotes 
de T. cruzi presentan un sitio adicional para llevar a cabo este proceso 
denominado Citostoma. Dicha estructura está presente también en las otras dos 
formas del parásito, aunque es menos relevante ya que la endocitosis ocurre casi 
exclusivamente en epimastigotes siendo nula o escasa en las otras formas del 
parásito. El citostoma está ubicado próximo al bolsillo flagelar y se presenta como 
una profunda invaginación de la membrana plasmática. Tanto la endocitosis 
mediada por receptores como la pinocitosis ocurren principalmente en este sitio 
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en epimastigotes (Soares y De Souza, 1991; Porto-Carreiro y col., 2000). A partir 
de la entrada de moléculas a través del citostoma, una red de vesículas se 
prolonga desde la parte anterior del parásito hasta la posterior donde las mismas 
se fusionan con los reservosomas. Estas vesículas son morfológicamente similares 
a los endosomas tempranos encontrados en mamíferos y cumplirían la misma 
función (Porto-Carreiro y col., 2000). Los reservosomas son considerados como 
organelas pre-lisosomales y constituyen el sitio principal de reserva de lípidos y 
proteínas tanto ingeridas como de secreción sintetizadas por el parásito (Soares y 
De Souza, 1988; Cunha-e-Silva y col., 2006). Poseen pH 6.0, un diámetro  entre 
400 y 600 nm y están delimitados por una bicapa lipídica. Presentan un núcleo 
electrodenso rico en proteínas así como también inclusiones lipídicas 
electrolúcidas (Soares y De Souza, 1988; Sant’Anna y col., 2008). Entre las 
proteínas presentes en los reservosomas se encuentra la Cz, cisteína proteinasa 
mayoritaria del parásito, la cual tiene una función principal en el proceso de 
metaciclogénesis que da lugar al estadío trypomastigote el cual carece de estas 
organelas. Algunas hipótesis sugieren que el estrés nutricional en los 
epimastigotes gatilla la acidificación de los reservosomas desencadenando la 
proteólisis del material almacenado que daría lugar a la metaciclogénesis (Souto-
Padron y col., 1990; Cunha-e-Silva NL y col., 2002; Franke de Cazzulo y col., 
1994; Figueiredo y col., 1994; Soares y col., 1989; Urbina 1994). 
La presencia de glicosomas, constituye una de las características únicas de 
los Trypanosomátidos.  Estas estructuras de aspecto redondeado contienen las 
enzimas de la vía glicolítica. Esta compartimentalización ha incrementado la 
eficiencia del proceso de glicólisis (Giacometti y col., 2010). 
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1.III. Generalidades 
T. cruzi se adhiere e invade una gran variedad de células de mamífero. La 
vasta cantidad de mecanismos de unión descriptos hasta el momento, así como de 
moléculas que intervienen en ellos reflejan la complejidad de este proceso. 
1.III.1 Participación de carbohidratos en el proceso de infección 
El reconocimiento de carbohidratos en la unión del parásito a la célula 
hospedadora ha sido extensamente estudiado, mostrando resultados que resaltan 
la importancia de estas moléculas en el proceso de infección. Varios de estos 
estudios, realizados en macrófagos, mostraron que residuos de galactosa y N-
acetil-D-galactosamina en la superficie de los parásitos son reconocidos por 
macrófagos y su presencia promueve la infección, mientras que los residuos de 
ácido siálico no la favorecerían. Mediante el bloqueo con lectinas específicas sobre 
la superficie de los macrófagos se observó que alfa-D-mannosa, beta-D-galactosa 
y N-acetil-D-galactosamina también participarían en la interacción con 
trypomastigotes de T. cruzi  junto con residuos de fucosa y ácido N-
acetilneuramínico  (Araújo-Jorge y de Souza, 1986, 1988). Posteriormente, se 
describió que el receptor de manosa (MR) en macrófagos, el cual tiene la 
capacidad de reconocer tanto residuos de manosa como de fucosa o N-
acetilglucosamina, está involucrado en la unión de los trypomastigotes a estas 
células fagocíticas. El MR es una proteína con múltiples dominios, uno de los 
cuales, rico en cisteínas (CR), posee actividad lectina y une azucares sulfatados 
(Liu y col., 2000). Otro de ellos es un dominio de Fibronectina tipo II (Fn II) el 
cual media la unión a colágeno; y además presenta ocho dominios de 
reconocimiento de carbohidratos (CDR) los cuales dependiendo de la presencia de 
calcio reconocen azúcares cuyo residuo terminal sea manosa o fucosa (Fig. 5) 
(Taylor y col., 1992; Taylor y Drickamer, 1993; Martinez-Pomares y col., 2006). El 
dominio C-terminal (C-T) de la Cz, proteasa, antígeno y glicoproteína 
característica del parásito (Duschak y Couto, 2009), es el principal candidato 
para justificar esta interacción, ya que está altamente manosilada y la 
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interacción de esta proteína con el MR fue demostrada. Además, también sería 
producto de esta interacción con Cz, el incremento del reciclado de este receptor y 
la inducción de macrófagos con fenotipo arginasa positivo, lo cual favorece la 
replicación del parasito dentro de estas células, (Garrido y col., 2011). 
 
Figura 5. Representación esquemática del receptor de manosa (MR).  
(NH2) Dominio amino terminal, (CR) dominio rico en cisteína de unión a azúcares 
sulfatados, (FNII) dominio de fibronectina tipo II, (CDRs) dominios de reconocimiento de 
carbohidratos, (TM) dominio transmembrana, (CT) dominio C-terminal (Martinez-
Pomares y col., 2001).  
La participación de este receptor en el proceso de infección de células no 
fagocíticas como los cardiomiocitos también fue evidenciada. Se demostró  que la 
invasión de estas células disminuye drásticamente mediante el tratamiento de 
las mismas con D-manosa en solución, y que el reconocimiento de los ligandos vía 
este receptor da lugar a eventos de endocitosis. Además,  se observó que los 
ligandos de este receptor acoplados a partículas de oro, colocalizan con los sitios 
de unión del Trypanosoma a los cardiomiocitos mediante microscopía electrónica. 
Paralelamente, la infección de los cardiomiocitos por parte del el parásito implica 
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un cese de expresión del receptor de manosa y un fuerte incremento del Ca2+ 
intracelular. La expresión del receptor es restablecida luego del tratamiento de 
las células infectadas con el agente tripanocida Nifurtimox (Soeiro y col., 1999; 
2002; Meirelles y col., 1999). Junto con manosa, otros azucares como galactosa y 
ácido siálico fueron relacionados también con la invasión de los cardiomiocitos 
presentes en la membrana plasmática de los mismos, siendo internalizados junto 
con el parásito (Barbosa y col., 1992).     
1.III.2. Participación de proteoglicanosy/o glicosaminoglicanos en el proceso de 
infección 
Los proteoglicanos son un grupo de proteínas altamente glicosiladas por 
grupos de heteropolisacáridos denominados glicosaminglicanos. Los 
glicosaminglicanos están generalmente compuestos por unidades repetitivas de 
dos azúcares, uno de ellos es ácido hexurónico (D-glucurónico o L-idurónico) que 
le aporta la característica carga negativa a la molécula, y el otro puede ser 
alternativamente N-acetil D-Glucosamina o N-acetil D-galactosamina que a su 
vez pueden estar sulfatadas. Cuando los glicosaminglicanos que componen un 
proteoglicano son fundamentalmente heparán sulfato, se los denomina 
Proteoglicanos de Heparán Sulfato (HSPGs) (Bernfield y col., 1999; Dietrich y 
col., 1998). Los HSPGs ampliamente distribuidos en los tejidos de mamíferos, 
participando en varios procesos biológicos (Ori y col., 2008; Yung y Chan, 2007), 
fueron implicados también en la adhesión e invasión por T. cruzi a 
cardiomiocitos. Mediante el tratamiento de las formas infectivas del parásito 
(trypomastigotes y amastigotes) con heparán sulfato (HS) soluble, o el 
tratamiento de cardiomiocitos con heparitinasa II se logró una inhibición 
significativa de la invasión parasitaria. El reconocimiento de T. cruzi a HSPG se 
debe a proteínas de unión a heparina presentes en la superficie del parásito que 
reconocen específicamente los dominios N-acetilados/N-sulfatados de la molécula 
(Calvet y col., 2003; Oliveira Jr. y col., 2008;  Bambino-Medeiros y col., 2011). Es 
importante mencionar que estas no son las únicas moléculas implicadas en el 
reconocimiento del parásito por la célula hospedadora, también se ha demostrado 
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que la fibronectina así como los receptores de lipoproteínas de baja densidad 
(LDL)  y factor de crecimiento transformante β  (TGF-β) en la superficie de los 
cardiomiocitos participan en la adhesión del parásito a estas células (Calvet y 
col., 2012). 
1.III.3. Participación de proteinasas en el proceso de invasión 
T. cruzi emplea múltiples estrategias y diferentes moléculas para invadir  
un amplio rango de células blanco no fagocíticas. La unión a las células blanco 
esta mediada por miembros de la familia de Tc85, glicoproteinas de superficie, 
miembros de familia transialidasa (TS) y también de las mucinas (Fig. 6).  Se han 
descripto dos mecanismos dependientes de peptidasas en T. cruzi que inducen la 
señalización por Ca2+ en células de mamífero. Uno involucra la serina 
endopeptidasa oligopeptidasa B (Burleigh y Andrews, 1995, 1998; Calery col., 
1998) y el otro requiere la participación de la Cz secretada/lisosomal (Scharfstein 
y col., 2000).  Los trypomastigotes tienen que atravesar la matriz extracelular 
para llegar a las células del hospedador. El paso 1 representa la unión de los 
trypomastigotes a la  matriz extracelular usando moléculas tales como la 
glicoproteína gp85 y la penetrina. El paso 2  representa el mecanismo de 
translocación  a través de la matriz  mediante el uso de la prolil-oligopeptidasa 
(POP) Tc80 capaz de hidrolizar colágeno y fibronectina. El paso 3 involucra la 
adhesión e invasión a las células blanco, mediada por gp85, TS y/o mucinas. 
Finalmente, el paso 4 muestra la unión de los trypomastigotes a las células 
blanco induciendo la activación de la oligopeptidasa B que genera agonistas de 
Ca2+. En este paso la secreción de Cz tiene lugar y gatilla indirectamente la 
respuesta de Ca2+ en las células del hospedador (Fig. 6) (Yoshida, 2006).  Los 
trypomastigotes unidos secretan Cz en la zona de yuxtaposición entre parásito-
célula blanco. La participación de esta cisteína proteasa principal del parásito en 
este proceso mostró estar asociada con su actividad quininogenasa generando 
bradiquinina, la cual también induce respuesta Ca2+ al interactuar con su 
receptor (Scharfstein y col., 2000; Todorov y col., 2003). 
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Figura 6.Participación  de la Cz en la interacción de los  trypomastigotes 
sanguíneos de T. cruzi con las células blanco.  
Los trypomastigotes tienen que atravesar  la barrera de la matriz extracelular para 
llegar a la célula hospedador. Paso 1: unión a la matriz extracelular mediante el uso de 
gp85 y penetrina, capaces de interaccionar con laminina, fibronectina, colágeno, 
heparina. Paso 2: Translocación  a través de la matriz por la actividad proteolítica de  
POP Tc80 sobre colágeno o fibronectina. Paso 3: Adhesión a e invasión de las células 
blanco mediadas por gp85, TS y/o mucinas. Paso 4: La unión de los trypomastigotes a las 
células blanco induce, en adición  a la activación de la  oligopeptidasa B que genera 
agonistas de Ca2+, la secreción de Cz que gatilla indirectamente la respuesta de  Ca2+ 
en las células del hospedador [Basado en Yoshida, 2006]. 
1.III.4. Participación lipídica en el proceso de invasión 
Más recientemente, la reparación de la membrana plasmática mediada por 
las esfingomielinasas como consecuencia del daño infringido por el parásito y las 
vías autofágicas de la células hospedadoras fueron propuestas como mecanismos 
que participan en el proceso de invasión (Fernández y col., 2011; Fernández y 
Andrews, 2012).  
1.III.5. Modelos de invasión descriptos 
A partir del reconocimiento de las moléculas mencionadas anteriormente, 
al menos cinco modelos de invasión fueron descriptos hasta el momento. Uno de 
ellos dependiente de actina, implica una redisposición de los microfilamentos 
debajo de la membrana plasmática de la célula hospedadora, la cual envuelve al 
parásito promoviendo su endocitosis (Barbosa y Meirelles, 1995; Procópio y col., 
1999; Rosestolato y col., 2002; Ferreira y col., 2006). Otro modelo demanda el 
aumento transitorio del nivel de cationes Ca2+ a nivel citosólico inducido por el 
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parásito,  generando una despolimerización de la actina y reclutando lisosomas 
en el sitio de unión del parásito a la célula afectada (Rodríguez y col., 1999; 
Hissay col., 2012).  Por otro lado, podemos mencionar los mecanismos de 
activación de señalización celular a partir de la interacción con receptores 
celulares específicos. Entre estos se encuentran, los receptores de tirosina 
quinasa (Trka y TrKC) (de Melo-Jorge y Pereira Perrin, 2007; Weinkauf y col., 
2011) y de Fosfatidil inositol 3-Quinasa (PI3K) (Todorov y col., 2000; Chuenkova 
y col., 2001, Wilkowsky y col., 2001; Vieira y col., 2002; Woolsey y col., 2003), los 
receptores de bradiquinina (Scharfstein y col 2000; Todorov y col., 2003) y de 
TGF-β (Ming y col., 1995; Waghabi y col., 2007).  
1.III.6. Invasión de cardiomiocitos por T. cruzi 
Consecuentemente, la coordinación de todos estos mecanismos de invasión 
combinados sería responsable del éxito del proceso mencionado (Butler y Tyler, 
2012).Varios de estos modelos de infección fueron descriptos también en 
cardiomiocitos (Fig. 7). Así como en las células fagocíticas no profesionales 
(Rosestolato y col., 2002;  Ferreira y col., 2006), la invasión de los trypomastigotes 
de T. cruzi a cardiomiocitos es también mediada por procesos endocíticos que 
implican una reorganización del citoesqueleto. Fundamentalmente, los 
microfilamentos de actina son los que al proyectarse desde el sarcolema, 
envuelven al parásito y provocan su ingreso (Barbosa y Meirelles, 1995). De igual 
modo, el modelo de infección que involucra el reclutamiento de lisosomas en el 
sitio de interacción del parásito con la célula blanco a partir de un incremento del 
Ca+2 citoplasmático, fue descripto en cardiomiocitos (Hissa y col., 2012).  
La capacidad de T. cruzi de activar TGF-β latente promoviendo la invasión, 
se ha probado también en cardiomiocitos. El factor TGF-β es una citoquina 
expresada como un precursor inactivo, el cual es activado proteolíticamente para 
dar lugar, luego de unirse a su receptor, a una cascada de señalización, que está 
implicada en la  modulación de eventos de proliferación celular y diferenciación 
(Moustakasy col., 2002). Se demostró que los trypomastigotes de T. cruzi  tienen 
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la capacidad de activar el factor TGF-β mediante su proteólisis favoreciendo así la 
invasión de los cardiomiocitos. Este efecto es inhibido en gran parte mediante el 
tratamiento con anticuerpos específicos contra esta citoquina (Waghabi y col., 
2005), confirmando su participación en este proceso. 
 
 
Figura 7. Modelado de la infección en cardiomiocitos por T.cruzi  
Modelo esquemático representando las moléculas de superficie involucradas en el 
reconocimiento de T. cruzi durante el proceso de invasión de cardiomiocitos. Se 
representan dos modelos de invasión. El dependiente de Actina (I), y el dependiente de 
lisosomas (II). (1) Colesterol, (2) Fibronectina, (3) Receptor de LDL (Lipoproteína de baja 
densidad), (4) Proteoglicano Heparán sulfato, (5) Microfilamentos de actina, (6) 
Glicoconjugado, (7) Receptor de Bradiquinina, (8) Receptor de TGF β, (9) Vacuola 
parasitófora, (10) Lisosomas (Calvet y col., 2012).   
Los receptores de bradiquinina (Br2-R/Br1-R) fueron relacionados también 
con la infección de T. cruzi a cardiomiocitos. El mecanismo se encuentra regulado 
por la presencia de HSPG en la superficie de las células del hospedador. La 
notoria carga negativa de este proteoglicano sulfatado,  determina el anclaje de 
moléculas de quininógeno de alto peso molecular (HK), Las cuales son 
degradadas por la Cz, liberando Lisil-Bradiquinina (LBK). Esta kinina además 
de ser ligando del receptor Br2, induce la expresión del receptor Br1 luego de ser 
degradada por la carboxipeptidasa M, con alta expresión en células del endotelio 
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y menor en células dendríticas y monocitos. La activación de ambos Br2-R/Br1-R 
libera iones de Ca2+al citosol de los cardiomiocitos, fomentando la invasión de los 
mismas (Todorov y col., 2003;  Scharfstein y col., 2000). El rol de la Cz en este 
proceso es fundamental, requiriendo un primer reconocimiento del parásito vía 
receptores de tipo Toll (TLR-2) como inicio de proceso inflamatorio para dar lugar 
a la extravasación de moléculas de HK al tejido (Monteiro y col., 2006;  
Scharfstein y col., 2013). La actividad proteolítica de la Cz fue implicada también 
en la promoción de la invasión y replicación de los parásitos en los cardiomiocitos 
(Meirelles y col., 1992; Scharfstein y col., 2000), en la degradación de 
quimioquinas pro-inflamatorias (Benítez-Hernández y col., 2010) y en la 
supresión de respuestas trypanocidas en macrófagos parasitados mediante la 
interferencia de la activación del factor de señalización nuclear NFκB (Doyle y 
col., 2011). Es importante destacar que estos modelos consideran solamente el rol 
de la Cz como proteasa y no como antígeno ni como glicoproteína que contiene  
oligosacáridos de tipo alta manosa con/sin motivos sulfatados. Los trabajos 
relacionados con el receptor de manosa evaluaron la participación de ésta como 
glicoproteína implicando a las manosas presentes en los oligosacáridos de la 
molécula (Garrido y col., 2011;  Soeiro y col., 2002). Por otro lado, pocos trabajos 
relacionan la actividad de la Cz con la invasión de células de músculo liso, 
algunos sostienen que la Cz actuaría a través del receptor de bradiquininas y 
otros que lo haría independientemente de estos (Aparicio y col., 2004; Andrade. y 
col., 2012).  
 
 
 
  
 
 
 
Capítulo IV: Cruzipaína 
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1.IV. Generalidades 
Además de su rol en los mecanismos de infección el estudio de esta 
proteína, cuyo descubrimiento se remonta a la década del ochenta (Scharfstein y 
col., 1986; Cazzulo y col., 1990), ha aportado numerosas evidencias que la 
relacionan con la nutrición, crecimiento, diferenciación y evasión del sistema 
inmune del parásito. Esto ameritó una descripción detallada tanto de su 
expresión como de su estructura  
La Cz, perteneciente a la familia de la papaína, presenta una extensión o 
dominio C-terminal (C-T) característico de las Cisteína proteinasas (CPs) de Tipo 
I, según la definición de Coombs y Mottram, 1997. Este dominio inusual contiene 
un número de modificaciones post-traduccionales y es responsable del carácter 
inmuno-dominante de la molécula tanto en la infección experimental como en la 
natural (Scharfstein y col., 1986; Martinez y col., 1991, 1993). La Cz es la CP 
mayoritaria de T. cruzi, particularmente en el estadío epimastigote, en el cual su 
localización es principalmente lisosomal (Cazzulo y col., 1997). Esta proteinasa, 
se denominó también antígeno Gp57/51 (Murta y col., 1990) o Ag163B6 
(Malchiodi y col., 1993), y se encuentra en todos los estadíos del parásito (Cazzulo 
y col., 2001). 
1.IV.1 Expresión y  Estructura 
Algunas cepas de T. cruzi contienen al menos 130 genes que codifican para 
esta proteasa, que a su vez, están ubicados de 2-4 “clusters” distribuidos en 1 ó 2 
pares de cromosomas homólogos (Campetella y col, 1992).  A partir de la 
secuencia del genoma completo en el clon CL Brener, se sabe que en realidad no 
hay tantos genes y que además se encuentran codificadas en el genoma del 
parásito 70 cisteína peptidasas, 40 serina peptidasas, 250 metalopeptidasas, 25 
treonina peptidasas y 2 aspartil peptidasas (El Sayed y col., 2005). Si bien la Cz 
esta codificada por varios genes y el cariotipo de T. cruzi varía considerablemente 
de una cepa a otra, los genes que codifican para esta glicoproteína se encuentran 
altamente conservados.  
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La transcripción de los genes que codifican para la Cz generan fragmentos 
de  ARNm carentes de intrones de 1,8 Kb, los cuales están presentes en todas las 
formas de desarrollo del parásito en niveles similares; sin embargo, la expresión 
de la proteína no es la misma en todos los estadíos de su ciclo de vida y su nivel 
de expresión se encuentra diferencialmente regulado (Campetella y col., 1990; 
Thomas y Kelly, 1996). Esto implica que la expresión de esta proteína no es 
regulada a nivel transcripcional sino traduccional y/o post-traduccional. En el 
estadío epimastigote por ejemplo, alcanza su mayor nivel de expresión, siendo 
incluso de 4-5 veces mayor que en la forma trypomastigote y amastigote (Franke 
de Cazzulo y col., 1994). Además, varios grupos de investigación han demostrado 
que inhibidores capaces de anular la actividad enzimática de la Cz previenen el 
crecimiento y la diferenciación del parásito en múltiples etapas: de epimastigotes 
a trypomastigotes, de trypomastigotes metacíclicos a amastigotes, y de 
amastigotes a trypomastigotes sanguíneos, bloqueando en particular los eventos 
de diferenciación (Meirelles y col., 1992; Harth y col., 1993; Franke de Cazzulo y 
col., 1994), indicando que la  misma participa en el ciclo de vida del parásito. 
El ARNm codificante para la Cz es traducido para dar lugar a un precursor 
de la enzima conteniendo dominios PRE y PRO-enzima de 18 y 104 aminoácidos, 
respectivamente. La secuencia PRE de 18 residuos constituye el péptido señal 
que la dirige a retículo endoplasmático. El dominio PRO de 104 residuos contiene 
la señal a lisosoma, mantiene a la enzima en forma inactiva y se ha demostrado 
su participación en el proceso de plegamiento de la proteína. El proceso de 
maduración de la Cz ocurre en el Golgi (Huete-Pérez y col., 1999; Wiederanders y 
col., 2000; Pietschmann y col., 2002). El dominio catalítico está constituido por 
215 residuos con dos posibles sitios de N-glicosilación, mientras el C-T de la 
proteína contiene 130 residuos y posee solo uno. Hasta la fecha, se desconoce la 
función de este dominio. Se ha propuesto que la función de este dominio C-
terminal, el cual es altamente antigénico y acompaña al dominio catalítico 
formando una molécula de tipo quimera, es desviar la respuesta inmune del 
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hospedador (Cazzulo y Frasch, 1992). Esto concuerda  con el hecho de que la 
enzima es activa en ausencia del C-T (Stoka y col., 1998). 
El peso molecular estimado de la enzima, a partir de su secuencia 
primaria, es de 36,6 kDa; sin embargo, el análisis electroforético en geles de 
poliacrilamida (PAGE) muestra un rango de pesos moleculares aparentes entre 
35 y 60 kDa, dependiendo de las condiciones experimentales utilizadas (Martínez 
y Cazzulo, 1992). En la forma madura, el 10 % del peso de esta glicoproteína 
lisosomal está compuesto por carbohidratos (Cazzulo y col., 1990). La estructura 
tridimensional de la Cz se estabiliza por la presencia de cuatro puentes disulfuro 
en el dominio catalítico y otros cuatro en el C-T (Cazzulo y col., 1997).La Cz 
nativa purificada a partir de epimastigotes es una mezcla compleja de isoformas. 
La heterogeneidad encontrada en la Cz se debe esencialmente a la variación de 
los aminoácidos en la secuencia peptídica (polimorfismo existente en los genes), a 
la estructura de los motivos de glicosilación y probablemente también a la 
presencia de otras modificaciones post-traduccionales presentes en el C-T 
(Cazzulo y col., 1995; Martínez y col., 1995, 1998; Duschak y col.,2003; Parodi y 
col., 1995; Barboza y col.,2005; Duschak y Couto, 2009). La mayoría de las 
modificaciones no conservativas de la proteína madura, se encuentran en el C-T. 
Algunos de estos cambios se producen a nivel de los residuos cargados, 
modificando los puntos isoeléctricos de estos péptidos, mientras que otros 
determinan la pérdida de cisteínas y por consiguiente de los puentes disulfuros 
que éstas formaban. Sin embargo, a pesar de la variedad presente en este 
dominio, se observó que en ningún caso se produce la pérdida de la Asn-255 
(residuos numerados a partir de la enzima madura), único sitio de N-glicosilación 
del C-T, ni tampoco se produce la pérdida de los residuos de Thr (220 y 224 al 
229). Mediante ensayos de piridiletilación se descartó la posibilidad de que estos 
últimos residuos estuvieran ocupados por O-glicosilación (Cazzulo y col., 1992). 
En el dominio catalítico, se producen reemplazos de aminoácidos conservativos (el 
pI no varía). Este dominio fue clonado y expresado de manera recombinante 
producto al cual se lo denominó, Cruzaína (Eakin y col., 1992). La Cz completa 
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fue clonada en baculovirus en el año 2002 (Alvarez y col., 2002) sin embargo no se 
ha podido cristalizar hasta la fecha. (Fig. 8) 
 
Figura 8. Esquema del precursor de la Cruzipaina.  
Los dominios que se traducen de la secuencia genética de la cruzipaina están 
representados como rectángulos coloreados. En cada uno se detalla en número de 
aminoácidos que lo componen y su punto de inicio. Sobre los dominios catalítico y C-T se 
señalan los tres posibles sitios de N-gicosilación presentes en la proteína ( ). Unidos 
por debajo del dominio catalítico se representan las cadenas laterales y la posicion 
aproximada de los aminoácidos que constitutivos de la triada catalítica de la enzima 
(Cisteina 147, Histidina 284 y Asparagina 304). En la parte inferior del esquema se 
detalla la secuencia peptídica de la enzima madura compuesta por los dominios catalítico 
y C-T, donde se destacan los aminoácidos de la triada catalítica en negrita y tamaño 
aumentado, los tres sitios de glicosilación en negrita y los aminoácidos que componen el 
dominio C-T en rojo (Campetella y col., 1992). Con flechas se indican los sitios de clivaje 
entre el dominio pro y el dominio catalítico y entre este último y el dominio C-T (Cazzulo 
y col., 1997) 
1.IV.2 Glicosilaciones de la Cz 
La Cz es una glicoproteína, que presenta en su secuencia primaria tres 
sitios posibles de N-glicosilación y varios de O-glicosilación (Cazzulo y col., 1989; 
Cazzulo y col.,1990b; Parodi y col.,1995). Los 3 sitios potenciales de N-
glicosilación son: 33NLS35, 169NDS171 y 255NVT257. Se sabe que el primero y 
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el último están ocupados “in vivo”, el primer y segundo sitio se localizan en el 
dominio catalítico de la enzima, mientras que el tercer sitio se encuentra en el 
dominio C-T (Fig. 8) (Cazzulo y col., 1992; Metzner y col., 1996). La presencia de 
oligosacáridos de tipo alta manosa se identificó en ambos dominios (Parodi y col., 
1995). Particularmente se determinó la presencia de cadenas híbridas 
monoantenarias y/o complejas biantenarias en el C-T, las cuales contenían 
además diferentes grupos cargados unidos a ellas, como ácido siálico (Barboza y 
col., 2003) y grupos sulfato (Barboza y col., 2005) (Fig. 9). Para los estadíos 
epimastigote y amastigote el oligoprecursor utilizado para dar origen al proceso 
de glicosilación es únicamente Man9NAcGlc2, pero en el estadío trypomastigote 
también se encuentra el oligoprecursor Man7NAcGlc2. Además la presencia de 
diversas glicosidasas y glicosiltransferasas en el complejo de Golgi del parásito 
permiten la obtención de diversos tipos de glicosilaciones para la misma proteína 
fomentando aún más la variabilidad de estas modificaciones (Dell y Morris, 2001; 
Engel y Parodi, 1985; Doyle y col., 1986). La única O-glicosilación encontrada en 
la Cz hasta la fecha se encuentra en una de las treoninas del dominio C-T 
conteniendo una unidad de NAcGlc (Barboza y col., 2003). La presencia de la 
enzima uridina-difosfo-NAcGlc polipéptido transferasa, encargada de este tipo de 
glicosilaciones fue reportada (Previato y col., 1998). Inicialmente, las moléculas 
presentes en las glicosilaciones de la Cz nomostraban grupos aniónicos negativos 
que justifiquen  su carácter ácido, el cual se observa por el rango de puntos 
isoeléctricos (pI) que va desde 3.7 hasta 5.1 para esta proteína (Stoka y col., 
1995). Particularmente, este rango va de 4.5 a 5 para el C-T (Cazzulo y col., 
1995), en contraste con el pI teórico que se obtiene a partir del cálculo según su 
secuencia aminoacídica que lo ubica entre 7.05  y 8.12 (Martínez y col., 1998).  La 
presencia de ácido siálico demostrada en la Cz (Barboza y col.,2003)  en bajas 
proporciones, no era componente aniónico suficiente para justificar estas 
diferencias entre puntos isoeléctricos teóricos y calculados. Por otro lado,  la 
presencia de grupos fosfato en la molécula madura había sido descartada 
mediante la marcación de parásitos con 32P (Cazzulo y col., 1992).   
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Figura 9. Representación esquemática de la variabilidad de oligosacáridos 
encontrados en la N-glicosilación del dominio C-T de la Cz.(Barbosa y col., 2005; 
Esquema tomado de Tesis Acosta  DM,  2012) 
1.IV.3 Actividad enzimática 
Las diferentes CPs han sido agrupadas en 6 familias diferentes de acuerdo 
a la tríada catalítica. La familia de la papaína, la de las calpaínas, la de las 
clostripaínas, la de CP de streptococcos, la de CP virales y las caspasas (conocidas 
también como apopaínas). En el caso de las proteinasas pertenecientes a la 
familia de la papaína como la Cz, esta triada está constituida por los residuos de 
Cys, His y Asn localizados en el dominio catalítico de la enzima (Fig. 8) (Rawlings 
y Barrett, 1993 y 1994)  
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La Cz es una endoproteinasa con una amplia especificidad de sustratos, 
capaz de hidrolizar tanto proteínas nativas como desnaturalizadas, a pH óptimos 
entre 3 y 5 (Bontempi y col., 1989; Cazzulo y col., 1990a). Es capaz de digerir 
péptidos sintéticos, cromo y fluorogénicos, a pHs neutros y/o alcalinos entre 7 y 9. 
Proteoliza polipéptidos que contengan la secuencia VVGGPG o VVGAPA, las 
cuales están presentes en la unión de su dominio PRO y el dominio catalítico, y 
entre éste y el dominio C-T, respectivamente (Campetella y col., 1992). Esto 
explica porque la enzima madura es capaz de autoproteolizarse para dar una 
mezcla compleja de péptidos pequeños y el fragmento característico de peso 
molecular aparente de 25 kDa, correspondiente al C-T (Hellman y col., 1991). 
Utilizando péptidos cromogénicos pequeños se estudió la naturaleza y la posición 
de los residuos con respecto al sitio de corte, determinando que si bien es capaz de 
aceptar un amplio rango de aminoácidos en la posición P1, muestra una clara 
preferencia por residuos arginina y lisina (Arg y Lys). En la posición P2, requiere 
la presencia de aminoácidos hidrofóbicos o cargados positivamente; los 
aminoácidos arginina, leucina, fenilalanina o valina fueron los más efectivos, y su 
especificidad aumenta si se encuentra prolina en esta posición (Cazzulo y col., 
1990a; Del Nery y col., 1997). En la posición P3 muestra una menor especificidad, 
con ligera preferencia por residuos cargados positivamente (Serveau y col., 1996; 
Del Nery y col., 1997). Contrariamente a lo observado en la posición P2, en la 
posición P4 fueron aceptados numerosos aminoácidos con excepción de los 
residuos hidrofóbicos más voluminosos (Harris y col., 2000). La Cz mostró los 
valores máximos de v/Km con los sustratos sintéticos Z-VVR-pNA, Z-RR-OMe-β-
NAm, βz-Pro-Phe-Arg-pNA, y Z-FR-OMe-β-NAm (Cazzulo y col., 1990a). La 
especificidad de la enzimas recombinantes cruzaína (Dos Reis y col., 2006) 
también ha sido estudiada; los resultados experimentales mostraron una 
preferencia diferencial de sustratos entre ambas moléculas, nativa y 
recombinante, también entre diferentes grupos de isoformas llamados Cz1 y Cz 2 
(Del Nery y col., 1997; Lima y col., 2001). En nuestro grupo se identificó un grupo 
minoritario de isoformas de Cz  que no se adsorben a ConA y llamamos NACrI) 
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que podrían ser equivalentes a las formas llamadas Cz 2 por compartir el uso de 
los mismos sustratos (Duschak y col.,  2003). 
1.IV.4 Distribución  
Tanto  los ensayos bioquímicos (Bontempi y col., 1989) como los de 
inmunomicroscopía electrónica mediante anticuerpos policlonales contra Cz, 
señalan la presencia de esta CP principalmente dentro de compartimientos 
lisosomales en los estadios epimastigote, amastigote y trypomastigote (Souto 
Padron y col., 1990). El mismo ensayo de inmunomicroscopía electrónica, reveló 
la presencia de material crosreactivo con Cz tanto en toda la superficie de 
amastigotes y epimastigotes, y puntualmente en el bolsillo flagelar de los 
trypomastigotes. El hecho de que los procesos de exocitosis y endocitosis en este 
estadío ocurren solo a través del bolsillo flagelar, sugiere que la Cz podría ser 
liberada al entorno a través de este compartimiento (Souto Padron y col., 1990). 
Asimismo, CPs tipo Cz se han encontrado en sobrenadante de trypomastigotes 
metacíclicos en forma libre y activa (Yokoyama Yasunaka y col., 1994), en los 
cuales también se describió otra CP denominada TcCPmet (Duschak y col., 2006). 
Si bien en la forma amastigote se encontró marca en la superficie del parásito, 
ensayos posteriores utilizando anticuerpos monoclonales específicos para el 
dominio C-T de la Cz no presentó reacción contra este material (Thomas y col.,  
1996) lo que sugiere una expresión diferencial de isoformas entre lisosoma y 
membrana plasmática en este estadío de T. cruzi. La forma epimastigote, en la 
cual se visualizó una inmunoreactividad intensa en toda la membrana que rodea 
al parásito y al flagelo, así como dentro del bolsillo flagelar, en vesículas 
intracelulares localizadas cerca del bolsillo flagelar y entre el núcleo y el 
kinetoplasto (Souto-Padrón y col., 1990), contiene mayor cantidad de Cz que las 
otras formas de desarrollo (Franke de Cazzulo y col., 1994). Ensayos preliminares 
utilizando digitonina sugieren que la Cz no solo se localiza en compartimientos 
lisosomales en el estadío epimastigote si no que entre un 20 y un 40% se estaría 
localizando en otros compartimientos (Cazzulo y col., 1995).   
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1.IV.5.  La Cz como antígeno 
Las características bioquímicas intrínsecas de la Cz o alternativamente, los 
factores regulatorios liberados como parte de la respuesta inmune tanto como el 
“background genético” de la cepa de ratón utilizada en inmunización puede 
influenciar en el patrón isotípico de los Ac específicos dirigidos contra la Cz. 
Teniendo en cuenta que la producción de  IL-4 e IL-5 están asociadas a IgG1 
(Fiorentino y col., 1989), la distribución isotípica descripta a favor de IgG1 
(Giordanengo y col.,  2000; Acosta y col.,  2008)  está de acuerdo con la noción que 
la Cz pueda dirigir la respuesta inmune hacia un perfil Th2 (Schnapp y col., 
2002). Teniendo en cuenta que la susceptibilidad a la infección a T. cruzi  y que 
las cepas murinas susceptibles han sido relacionadas con un perfil Th2 (Schnapp 
y col., 2002) y que las cepas susceptibles despliegan una aumentada producción 
de IL-4 (Hoft y col., 1993), la Cz podría jugar un rol para la sobrevida del parásito 
en el hospedador durante la infección por T. cruzi  (Jankovic y col.,  2001). 
La Cz utilizada como inmunógeno en modelos murinos es capaz de 
direccionar la respuesta inmune hacia un perfil de tipo Th2 cuando se inocula en 
presencia de adjuvante de Freund completo, además de la inducción de la vía de 
Arginasa en macrófagos lo cual favorecería la infección de estas células por parte 
del parásito (Stempin y col., 1994). Otros ensayos con Cz inoculada con 
adyuvante de Freund o con Al(OH)3 mostraron una mezcla entre los perfiles de 
Th1-Th2 o Th2 pero incapaz de regular o controlar una infección con T. cruzi en 
ratones además de lesiones en músculo cardíaco y esquelético (Cazorla y col., 
2009; Frank y col., 2008). Esta situación cambió al utilizar Cz administrada con 
ODN (CpG-oligodeoxynuleotido) como adyuvante, dado que esta combinación 
resultó capaz de rescatar de la muerte a los ratones en el 100 % de los casos, 
inclinando la respuesta inmunológica hacia un perfil Th1 y en ausencia de daño 
muscular, indicando que la respuesta inmune dirigida hacia la Cz puede ser re-
direccionada según el adyuvante utilizado (Frank y col., 2008; Cazorla y col., 
2009).  
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Por otro lado, se sabe que los sueros específicos contra Cz presentan una 
marcada tendencia a desarrollar una reactividad cruzada contra la cadena 
pesada de la miosina. Un análisis mediante alineamiento de secuencias proteicas 
de Cz junto con miosina de ratón reveló que ambas proteínas comparten al menos 
3 secuencias lineales cortas (Giordanengo y col.,  2000). En trabajos publicados 
previamente por este grupo se demostró que la Cz como glicoproteína, se 
encuentra tanto O- como N-glicosilada (Barboza y col., 2003, 2005). La N-
glicosilación, presenta una alta variabilidad en cuanto a su estructura y 
composición producto de la modificaciones generadas a partir del “core” típico de 
los Trypanosomátidos (Barboza y col., 2005), mientras que en la O-glicosilación se 
determinó la presencia del azúcar GlcNAc dentro del dominio C-T de la molécula 
(Barboza y col., 2003). Esta modificación no es común en las glicoproteínas de 
este parásito. Paralelamente se describió que la miosina al igual que otras 
proteínas cardíacas se encuentran O-glicosiladas con el mismo residuo 
(Cieniewski-Bernard y col., 2004; Hu y col., 2009). Nuestro grupo de trabajo 
demostró también la participación de estos epitopes en la inmunogenicidad de la 
Cz. Además, ensayos de inmunomicroscopía electrónica con partículas de oro y de 
inhibición por ELISA, indicaron que esta O-glicosilaciónpresente en ambas 
proteínas constituye un epitope común entre ambas y la reacción cruzada 
resultante se encuentra localizada principalmente en el dominio C-T de la Cz 
(Acosta y col., 2011).  
Con respecto a las modificaciones pos-traduccionales que involucran 
hidratos de carbono en  la Cz, dos han sido descriptas por nuestro grupo: un 
oligosacárido N-glicosidico complejo que contiene ácido siálico y un único residuo 
unido de NAcGln en O-glicosilación, ambos presentes en el dominio C-T de la 
proteína (Barboza y col., 2003). Por otro lado, utilizando espectrometría de masa 
(UV-MALDI-TOF) en conjunto con digestiones enzimáticas y cromatografía de 
intercambio aniónico de pH alto (HPAEC-Dionex) se llevó a cabo un análisis 
estructural completo de los oligosacáridos unidos a Asn (Asparagina) en la Cz. 
Como resultado de este análisis nuestro grupo reportó la presencia de 
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oligosacáridos de alta manosa sulfatados ubicados en la N-glicosilación de la Arn 
255 dentro del dominio C-T de la Cz. Particularmente, la sulfatación ocurre en 
una de las dos N-acetil hexosaminas presentes en el oligosacárido de alta manosa 
(Fig. 8). 
Para evaluar la respuesta inmune del hospedadorhacia este epitope 
sulfatado del C-T,  se llevaron a cabo ensayos de inmunización en ratones BALB/c 
tanto con Cz y con C-T sometidos (Czd, C-Td) o no a tratamientos de 
desulfatación tanto química como enzimática. A partir de este experimento, se 
logró determinar la existencia de una respuesta inmune humoral dirigida contra 
los epitopes sulfatados de esta proteína compuesta principalmente por 
anticuerpos de tipo IgG2b en este modelo. La ausencia de este subconjunto de 
anticuerpos cuando se utilizó como antígeno la Cz desulfatada, confirmó la que la 
respuesta IgG2b contra la Cz, estaba dirigida únicamente hacia los epitopes 
sulfatados. Paralelamente, cuando se utilizaron los antígenos C-T y Cz (no 
sometidos a tratamiento de desulfatación) como inmunógeno se observó un 
aumento de la hipersensibilidad retardada y una marcada desorganización del 
tejido cardiaco. Las alteraciones estructurales encontradas en el tejido cardíaco 
de ratones inmunizados con C-T en ausencia de infección no se observaron en los 
ratones inmunizados con las proteínas desulfatadas. Este resultado sugiere que 
los sulfatos presentes en el dominio C-T de la Cz estarían implicados 
directamente en el daño tisular reportado (Acosta y col., 2008). Posteriormente se 
determinó que tanto los sueros de ratón obtenidos a partir de inmunizaciones con 
Cz o su dominio C-T como los sueros de pacientes con enfermedad de Chagas 
reconocen con mayor afinidad a la estructura de la N-acetil d-glucosamina-6-
sulfato entre otros azúcares sulfatados sugiriendo que este epitope presente en la 
Cz natural, es el responsable de la respuesta humoral dirigida hacia los sulfatos 
de la Cz (Couto y col.,  2012). 
La antigenicidad de los epitopes sulfatados de la Cz también fue 
evidenciada en pacientes con enfermedad de Chagas en los cuales se observó que 
los individuos con disfunción cardíaca crónica severa (grupo G3), tenían niveles 
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significativamente menores de anticuerpos IgG2 específicos contra los sulfatos de 
la Cz en comparación con los pacientes en estadíos de infección con menor 
severidad (grupos G0 y G1), lo cual implica que este subconjunto de anticuerpos 
podría ser eventualmente utilizado como marcador de progresión de la 
enfermedad (Acosta y col., 2012). Sorprendentemente, en el mismo trabajo, se 
observó que la Cz presenta una reactividad cruzada con sulfoglicoesfingolípidos 
lípidos del parásito denominados comúnmente sulfátidos, localizada en el C-T de 
la Cz y es atribuida a la presencia de los epitopes sulfatados en ambas 
biomoléculas. Los sulfátidos no son solo reconocidos por sueros policlonales 
específicos contra la Cz o su C-T, sino que además son también reconocidos por 
los sueros de pacientes con enfermedad de Chagas (Acosta y col., 2012).  
En resumen, la Cz ha sido relacionada con el metabolismo de T. cruzi 
(Klemba y col., 2002), representa un factor de virulencia del parásito (Scharfstein 
y col., 2000; Doyle y col., 2011), ha sido identificada como candidato importante 
para el desarrollo de vacunas (Schnapp y col., 2002; Cazorla y col., 2009) y 
considerada como blanco promisorio para la quimioterapia de la Enfermedad de 
Chagas (Engel y col.,1998, Cazzulo, 2002; Duschak y Couto 2009; Duschak, 
2011). Esta relevante molécula del T. cruzi. ha sido extensamente estudiada como 
proteasa y como antígeno y en particular, nuestro grupo, la ha estudiado 
especialmente como glicoproteína (Duschak y Couto, 2009). 
 
 
 
 
  
 
 
 
Capítulo V: Sulfátidos 
en T. cruzi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       Introducción V   
~ 55 ~ 
 
1.V.  Descripción 
Los esfingolípidos surgen de la unión entre la esfingosina y un ácido graso. 
Entre ellos, se encuentran las ceramidas, componentes fundamentales de las 
bicapas lipídicas celulares. A partir de los esfingolípidos tienen lugar diversas 
moléculas de importancia biológica que difieren fundamentalmente en el grupo 
que se une a estos lípidos a través del hidroxilo del carbono primario de la 
esfingosina. Entre los grupos de unión a esfingolípidos podemos mencionar a los 
mono o polisacáridos, que dan lugar a la síntesis de los glicoesfingolípidos (GSLs) 
como los cerebrósidos o los gangliósidos. Según el tipo de azúcar que se una al 
esfingolípido, este puede adquirir carga o no. En base a esta carga se pueden 
clasificar en ácidos (GSLAs), de carga negativa a pH fisiológico entre los cuales se 
encuentran por ejemplo los gangliósidos que contienen residuos de ácido 
neuramínico (ácido siálico), o neutros (GSLNs), carentes de carga a pH fisiológico 
con dos o más residuos de azúcar (Fig. 10).  
Figura 10. Esquema de los glicoesfingolípidos a partir de modificaciones en la 
molécula  de esfingomielina. 
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Entre los hidratos de carbono encontrados con mayor frecuencia en estos 
compuestos podemos mencionar: glucosa, galactosa, N-acetilglucosamina, N-
acetilgalactosamina, fucosa, ácido siálico y ácido glucurónico (Morales-Serna y 
col., 2007).  
La presencia de GSLs en T. cruzi fue descripta por primera vez en 1985. 
En el parásito, estas moléculas están compuestas principalmente por manosa y 
glucosa y las cadenas de ácidos grasos son de 16, 18 y 24 carbonos (Barreto-
Bergter y col., 1985). Luego de la purificación, el análisis de dos fracciones de 
GSLs neutros de T. cruzi denominadas hexosilceramidas (solo un residuo de 
azúcar unido a la ceramida) y dihexosilceramidas (dos residuos de azúcar unidos 
a la ceramida), mostró que la primera de ellas estaba compuesta por ácidos 
grasos principalmente saturados y el azúcar unido era frecuentemente glucosa y 
en menor medida galactosa. El análisis de la segunda fracción 
(dihexosilceramidas) mostró que estaban compuestas por ácidos grasos de C16:0, 
C18:0, C24:0, C24:4 y la base nitrogenada de esfingosina unidas a un dímero de 
galactosa y glucosa por lo que en consecuencia se las denominó: lactosilceramidas 
(Barreto-Bergter y col., 1992). 
Los sulfátidos o sulfoglicoesfingolípidos, son un grupo de glicoesfingolípidos 
que presentan una modificación acídica en alguno de los azúcares que los 
componen. Esta, es la adición de un grupo sulfato en unión monoester a alguno de 
los hidroxilos libres del hidrato de carbono. Los sulfoglicoesfingolípidos o 
sulfátidos son estructuras que se encuentran en altas concentraciones en el 
cerebro, en la mielina de los nervios periféricos, también están presentes en los 
riñones, el bazo, los granulocitos, los eritrocitos, las plaquetas, el estómago y el 
intestino. Hace varias décadas, se obtuvo la primera evidencia de compuestos 
sulfatados en T. cruzi. La misma fue obtenida mediante una reacción química que 
mide la cantidad de azufre presente en muestras de glicoesfingolípidos de 
epimastigotes parcialmente purificadas (De Lederkremer y col., 1985). 
Posteriormente, el análisis de una fracción de lípidos ácidos purificados del 
parásito permitió detectar, entre otros compuestos, galactocerebrósido sulfato 
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(Petry y col., 1988). La presencia de  estructuras sulfatadas en trypomastigotes 
fue descriptas en T. cruzi como parte de los glicolípidos (Uhrig y col., 1992). Estos 
lípidos sulfatados representan epitopes comunes entre la superficie del parásito y 
tejido cerebral murino (Petry y col., 1988).  
Recientemente, nuestro grupo llevó a cabo la caracterización completa  de 
la estructura de un sulfátido de T. cruzi por primera vez utilizando 
espectrometría de masa  UV-MALDI-TOF. Los resultados obtenidos reportan la 
presencia de dihexosil ceramidas sulfatadas, compuestas principalmente por 
esfingosina en epimastigotes de T. cruzi (Fig. 11) (Acosta y col., 2012).   
 
Figura 11. Esquema correspondiente a la caracterización del 
sulfoglicoesfingolípido por EM-UV-MALDI-TOF.  
Estructura correspondiente a un glicoesfingolípido compuesto por dos hexosas 
probablemente galactosa y gucosa (lactosilceramida), con una esfingosina de 20 carbónos 
y un ácido graso de 16 (Adaptado de Acosta y col., 2012). 
Además de la reacción cruzada de los epitopes sulfatados de la Cz con los 
sulfátidos y la asociación inversa entre los niveles de anticuerpos IgG2 dirigidos 
contra estos epitopes y el grado de severidad del paciente con Enfermedad de 
Chagas crónica (Acosta y col., 2012), estos compuestos han sido implicados en la 
generación de inmuno-patologías en el hospedador. En individuos sanos existen 
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títulos bajos de anticuerpos anti-sulfátidos circulantes. Se observó que estos 
títulos aumentaron considerablemente en todos los pacientes con enfermedad de 
Chagas crónicos y con cardiomiopatía dilatada analizados. Cabe destacar que sólo 
se observaron niveles aumentados en el caso de infecciones por T. cruzi y no 
producidas por otros Trypanosomátidos estudiados (Avila y col., 1993). Dado que 
varias enfermedades que afectan a los nervios periféricos tienen aumentado el 
nivel de estos anticuerpos, se postula que la presencia de los mismos es una de 
las posibles causas responsables de los daños neuronales observados en los 
pacientes con enfermedad de Chagas. La destrucción de la mielina por la 
inoculación de estos anticuerpos se ha descripto en células nerviosas. La 
inoculación de sulfátidos purificados en conejos ha producido disfunciones a nivel 
nervioso con el desarrollo de niveles altos de anticuerpos específicos por 
sulfátidos (Avila y col., 1993).  
Estos hallazgos sugieren que la presencia de estructuras sulfatadas en el 
parásito estaría provocando graves daños en el tejido nervioso del paciente por 
reacciones cruzadas con algunos antígenos propios del mismo. Se han 
documentado respuestas similares en modelos animales (Feldman y col., 1999). 
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1.VI.Generalidades 
Se denomina Espectrometría de Masa a un conjunto de técnicas utilizadas 
para caracterizar una muestra o analito mediante la determinación de masas. El 
proceso consta de tres pasos fundamentales. El primero es la ionización del 
analito sometiéndolo a un fuerte campo eléctrico y/o magnético. Una vez que la 
muestra adquiere carga se separa en un analizador según la relación masa/carga 
(m/z) que este obtenga. Finalmente la muestra llega al detector según esta 
relación generando información acerca de su peso molecular y la pureza de la 
misma. Es posible además obtener información relevante como los grupos 
funcionales o bloques estructurales presentes en el analito, así como la secuencia 
que los mismos tienen en la molécula a través de estudios de fragmentación (Mc 
Lafferty y Turecek, 1993). La fragmentación del ion molecular da lugar a la 
generación de fragmentos hijos que serán detectados según su propio valor de 
m/z. El conjunto de fragmentos hijos generados es característico de cada analito y 
depende de su estructura química.  
1.VI.1 Ionización 
Lograr una ionización de muestras lo suficientemente potente y que a su 
vez garantice la integridad de la muestra representó un gran desafío para la 
técnica. En principio, las moléculas de alto peso molecular, termosensibles o de 
difícil volatilización, fueron las principales limitaciones. El avance de las técnicas 
de ionización generado por el desarrollo de las tecnologías de desorción-ionización 
laser asistida por una matriz (MALDI) (Karas y Hillenkamp, 1988) y la 
ionización por electrospray (ESI) (Fig. 12) (Fenn y col., 1989) fueron las 
tecnologías que rompieron las barreras permitiendo analizar todo tipo de tamaño 
de muestras entre las cuales se incluyen proteínas de hasta 100 kDa, hidratos de 
carbono, lípidos, ácidos nucleicos y hasta polímeros sintéticos. Particularmente en 
la espectrometría de masa MALDI, método que compete a este trabajo, el analito 
en estado sólido se deposita junto con una matriz fotosensible sobre un electrodo. 
La naturaleza de la matriz depende del tipo de muestra a analizar. Luego, la 
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mezcla compuesta por la muestra y la matriz se irradia con un láser ultravioleta. 
La matriz absorbe la energía recibida y provoca tanto su desorción como la 
desorción e ionización del analito incluido entre las moléculas de matriz (Karas y 
Hillenkamp, 1988).  Se sabe que la ionización de las moléculas tiene lugar o bien 
por un intercambio de protones (protonación/desprotonación), o por interacción 
con unidades que poseen carga neta durante la volatilización como sucede con los 
iones metálicos (Na+, K+) (Siuzdack, 1996).  
 
Figura 12. Métodos de ionización de muestra en espectrometría de masa.  
En la espectrometría de masa MALDI (esquema izquierdo), el analito se encuentra 
rodeado por moléculas de matriz formando un cristal, el cual será impactado por el pulso 
láser. En la espectrometría de masa ESI (esquema derecho), el analito se encuentra 
formando parte de una solución, la cual pasa por un capilar sometido a la aplicación de 
una diferencia de voltaje (Adaptado de Erra-Balsells, 2004). 
1.VI.2 Analizadores 
Debido al avance de las técnicas para la ionización de los analitos, los 
analizadores debieron perfeccionarse con el fin de satisfacer las necesidades que 
generaban el incremento del rango de masas y tipos de muestra, logrando mayor 
exactitud y sensibilidad. Uno de los analizadores acoplados a la desorción por 
láser con mayor frecuencia  es el analizador de Tiempo de Vuelo (TOF). Este tipo 
de analizadores posee grandes ventajas entre las cuales se destacan su bajo costo, 
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un rango de masas teóricamente ilimitado, alta velocidad de análisis y fácil 
intercambio entre el modo de análisis de iones (+) o (-). A pesar de que la 
resolución de estos equipos, en comparación con la de los analizadores de mayor 
costo, no es la mayor, resulta ser lo suficientemente aceptable en la mayoría de 
sus aplicaciones. Sin duda, la mayor desventaja es la poca capacidad para 
adaptarlo a un ionizador por Electrospray. 
Luego de la ionización por MALDI, las moléculas que fueron bombardeadas 
por los fotones del láser y luego desprendidas de la matriz pasando a la fase 
gaseosa, son aceleradas por un campo eléctrico. Se asume que el campo eléctrico 
que se produce a la entrada del analizador deja a todas las moléculas cargadas 
con la misma energía cinética. Las partículas aceleradas entran en el analizador, 
tubo de longitud variable según el modelo, en el cual no actúa ningún tipo de 
campo. El hecho de que todos los iones (ya sea partículas de matriz o analito) que 
entren tengan la misma energía, indica que sus velocidades dentro del tubo 
variarán de forma inversa a sus respectivas masas. Por lo tanto, la separación se 
producirá de acuerdo a la masa de cada compuesto, llegando primero los iones 
más livianos al detector. Esto implica que el analizador de tiempo de vuelo TOF 
(“time of flight”), determina el tiempo que tardan los iones acelerados en llegar al 
detector. Los tiempos que tarden las moléculas dependerán entonces de la masa 
del analito (Gomis Yagües, 2008). En la práctica, este tipo de analizadores no 
lograba una alta resolución. Por lo tanto, surgió la incorporación de un reflector 
de iones para aumentar el recorrido de las partículas. Este re-enfoque compensa 
las diferencias de tiempo de vuelo de los iones con el mismo m/z y energías 
cinéticas levemente distintas aumentando la resolución del equipo. A este 
desarrollo se lo denomino “Reflectrón”. 
Posteriormente, la implementación de espectometría de masa en tándem 
fue lo que permitió analizar los fragmentos del analito generados a partir del ion 
molecular original o “Padre”, que se descompone en iones hijos o incluso nietos. 
Básicamente, este desarrollo consiste en ubicar dos o más analizadores en serie 
extendiendo el rango de separación de los iones. El uso de dos analizadores TOF 
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en serie es comúnmente acoplado a la espectrometría de masa por MALDI, sin 
embargo, también se utilizan con frecuencia la combinación de otros analizadores 
como ser: cuadrupolo y TOF, o cuadrupolo y trampa iónica (Morris y col., 1996; 
Medzihradszky y col., 2000).    
1.VI.3. Espectrometría de masa MALDI (TOF-TOF) en lípidos y azúcares.  
La fragmentación de los carbohidratos puede ser estudiada mediante 
métodos de iónización tales como FAB (de sus siglas en inglés Fast Atom 
Bombardment), electrospray y MALDI. Siempre en espectrometría de masa, la 
combinación tipo muestra y tipo de matriz determina el éxito de la técnica y los 
lípidos no son una excepción.  La ionización de lípidos produce tanto iones 
positivos como negativos. En uno de los primeros trabajos publicados sobre el 
análisis de gangliósidos realizado por EM-UV-MALDI, se observó que los iones 
negativos se fragmentaban menos que sus contrapartes positivos (Juhasz y 
Costello, 1992; Harvey, 1999). Por otro lado, la capacidad de utilizar el láser a 
diferentes potencias produce una variabilidad de fragmentación considerable en 
estas estructuras facilitando así su caracterización.  
El análisis de los glicolípidos mediante espectrometría de masa no resulta 
una tarea sencilla dada la complejidad de los hidratos de carbono que contienen. 
Este tipo de moléculas puede fragmentarse tanto en las uniones glicosídicas como 
dentro de los anillos correspondientes a los monosacáridos. En general, los 
carbohidratos neutros no producen iones negativos con matrices comunes como 
las compuestas por ácido 2,4-dihidroxibenzoico (DHB). Sin embargo, se pueden 
obtener aductos mediante el agregado de cloruro de amonio a matrices tales como 
nor-harmano (Suzuki y col., 2006; Harvey, 2011). La presencia de azúcares 
sulfatados es particularmente difícil de demostrar por EM-UV-MALDI, debido a 
la labilidad del grupo sulfato. Sin embargo, teniendo en cuenta que las β-
carbolinas son compuestos que favorecen la formación de iones negativos 
(Nonami y col., 1997; Erra-Balsells y Nonami 2002), nuestro grupo de trabajo, 
mediante el uso de la β-carbolina nor-harmano como matriz, logró la 
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identificación de los oligosacáridos sulfatados presentes en los N-glicanos de la 
molécula de Cz (Barboza y col, 2005). Por otro lado, la descripción completa de los 
sulfoglicoesfingolípidos de T. cruzi fue determinada también por nuestro grupo 
utilizando una matriz compuesta por ácido 2,4- dihidroxibenzoico (DHB). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Capítulo VII: Sulfatación 
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1.VII. Descripción 
En biología, se denomina sulfatación a la adición mediante un enlace 
covalente de un grupo sulfato (SO4-2) inorgánico a una molécula orgánica. Esta 
reacción tiene una infinidad de implicancias biológicas y está presente en los 
seres vivos desde las bacterias hasta los seres humanos. Entre los diversos roles 
de la sulfatación podemos mencionar algunos como: la detoxificación, función que 
en el ser humano se encuentra principalmente localizada en el hígado y se 
traduce como un aumento de la solubilidad de la molécula sulfatada, lo cual 
facilita su eliminación a través de la orina; la proliferación celular mediante la 
oligomerización de factores de crecimiento; la modulación de la angiogénesis en 
tumores; la localización proteica y el reclutamiento o “homing” linfocitario. 
Los grupos funcionales comúnmente sulfatados son los hidroxilos (R-OH) 
presentes en alcoholes, fenoles o hidroxil aminas, oxidándose mediante el 
agregado de un grupo sulfuril (SO3-). Entre los compuestos más susceptibles a 
esta transformación, se encuentran aminoácidos como la tirosina, formando parte 
de receptores asociados a proteína G, así como los lípidos presentes en hormonas, 
o los esteroides. Los oligosacáridos son frecuentemente sulfatados y han sido 
implicados en varios procesos de reconocimiento molecular específicos, (Honke y 
Taniguchi, 2002), jugando una variedad de roles durante el desarrollo, 
diferenciación y homeostasis. Entre ellos, los glicosaminoglicanos (GAG), como el 
heparán-sulfato o glicanos relacionados, son la familia de azúcares sulfatados 
más importante y variada y están involucrados en la unión de los factores de 
crecimiento a sus receptores y en la adhesión de algunos virus a la superficie 
celular (Fukuda y col., 2001). Estos GAGs se encuentran formando parte de 
proteoglicanos uniéndose a través de un trisacárido específico al grupo hidroxilo 
de los aminoácidos Serinas o Treoninas (O-Glicosilación) en la cadena proteica. 
La presencia de sulfatos en oligosacáridos unidos a asparagina (N-Glicosilación) 
ubicados en residuos como galactosa, manosa, N-Acetil galactosamina, N-Acetil 
glucosamina o ácido glucurónico ha sido reportada en diversos organismos e 
incluso en virus (Bernstein y col., 1992, Van Rooijen y col., 1998, Green y col., 
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1985, Noguchi y col., 1992). Las Sulfotransferasas (STs) son las enzimas que 
llevan a cabo esta reacción (Klaasen and Boles, 1997) utilizando para ello un co-
factor dador del grupo sulfato denominado 3'- fosfoadenosina-5' fosfosulfato 
(PAPS). La sulfatación en organismos superiores requiere estrictamente la 
presencia de este dador. Esta necesidad se debe a que: 1) La sulfatación no ocurre 
en ausencia de PAPS o en condiciones que limiten su síntesis, 2) El sitio de unión 
a PAPS está presente y es conservado entre las diferentes STs, (Komatsu y col., 
1994, Chiba col., 1995) y 3) Los análogos estructurales de PAPS se unen e 
inhiben a las STs  (Rens y col., 1987).   
Los sitios de unión a PAPS se encuentran uno en la región amino-terminal 
y otro en la zona central de la enzima, y corresponden a las zonas de interacción 
con el extremo 5’ y 3’ del PAPS, respectivamente, denominados 5’PBS y 3’PB 
(Kakuta y col., 1998). Si bien los motivos de unión al dador presentan cierto grado 
de conservación, las STs comparten poca similitud con respecto a su secuencia 
aminoacídica. 
1.VII.1.Biosíntesis de PAPS 
La síntesis de PAPS sucede en dos pasos de reacciones acopladas. El 
primero de ellos combina ATP y sulfato inorgánico para formar Adenosin-5'-
Fosfosulfato (APS) y pirofosfato (PPi). Esta reacción es catalizada por la ATP-
sulfurilasa en presencia de Mg2+. En el paso subsecuente sucede la combinación 
del recién formado APS con una molécula adicional de ATP para dar lugar a la 
formación de PAPS y ADP. Esta reacción es catalizada por la enzima APS-kinasa 
también en presencia de Mg2+ (Fig. 13). En lo que concierne al reino “Metazoa” 
ambas actividades están comprendidas en una misma enzima o complejo 
denominado PAPS sintasa (Van den Boom y col., 2012). La ATP sulfurilasa 
contiene dos sitios conservados para la unión de ATP y Mg2+ y poco se sabe de su 
regulación en organismos superiores. Solo el ATP es útil como sustrato para esta 
enzima. Concentraciones altas de GTP, UTP y CTP así como de Mg2+ inhiben su 
actividad (Brion y col., 1987; Klaassen y Boles, 1997).  
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1.VII.2 Regulación e inhibición  
Si bien la regulación de la tasa de sulfatación está estrictamente 
supeditada a la concentración de sulfato inorgánico, la concentración de PAPS y 
la regulación de la expresión dependen tanto de STs como de sulfatasas; la 
utilización de inhibidores específicos de las enzimas responsables de la síntesis de 
este co-factor para inhibir el  proceso de sulfatación es muy habitual.  Los 
inhibidores utilizados con más frecuencia afectan a la formación de APS, función 
de la ATP-sulfurilasa implicada en el primer paso de síntesis, compitiendo con los 
iones sulfato por la enzima. Existen dos tipos de competidores clasificados según 
su carga. Los oxianiones divalentes y los monovalentes. Los divalentes no solo 
compiten por la enzima bloqueando el ingreso del sulfato sino que además dan 
lugar a la formación de complejos de adenosinfosfato (APX) inestables, que se 
hidrolizan espontáneamente al salir de la enzima formando AMP. Entre los 
oxianiones divalentes se encuentran: (MoO4)2-, (SeO4)2-, (WO4)2-, (CrO4)2- y 
(AsHO4)2-. Los oxianiones monovalentes también compiten con el sulfato por la 
ATP-sulfurilasa pero difieren respecto de los divalentes en el hecho de que no dan 
lugar a la formación de complejos APX. Entre los monovalentes se encuentran los 
iones perclorato (ClO4-), nitrato (NO3-), clorato (ClO3-) y fluorosulfonato (FSO3-) 
(Klaassen y Boles, 1997). 
Entre este diverso grupo de inhibidores de la ATP-sulfurilasa, sin duda el 
clorato es el más utilizado en el área de investigación para determinar la 
presencia o rol de la sulfatación en diversos modelos de estudio in-vtro. Uno de 
los motivos principales es que no se ha descripto efecto colateral alguno entre los 
ensayos ni en la síntesis proteica ni en la viabilidad de las células tratadas 
(Baeuerle y Huttner, 1986; Sasaki y col., 2010; Tan y col., 2013) (Fig.13).  
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Figura 13. Ruta metabólica del PAPS. 
El PAPS es el dador de grupos sulfatos necesario para llevar a cabo el proceso de 
sulfatación por parte de las STs.  Se destaca el sitio  de la ruta metabólica donde 
interviene el clorato como inhibidor. 
1.VII.3 Sulfatación en protistas 
En T. cruzi, se han descripto estructuras sulfatadas como parte de 
glicolípidos (Petry y col., 1988) y también nuestro grupo reportó por primera vez 
la presencia de oligosacáridos de alta manosa sulfatados en el único sitio de N-
glicosilación del dominio C-T de la Cz (Barboza y col., 2005). Sin embargo, este no 
es el único antecedente de sulfatación de oligosacáridos en protistas. Los 
oligosacáridos de alta manosa sulfatados también fueron descriptos como parte 
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de glicoproteínas de Dictyostelium discoideum. Al igual que en T. cruzi, estas 
glicoproteínas están localizadas en lisosoma, aunque en este caso, gran parte de 
los sulfatos se encuentran unidos a residuos de manosa (Manosa 6-SO4) (Freeze y 
col., 1986) en lugar de  a residuos de N-acetilhexosamina como es el caso de T. 
cruzi. En el caso de D. discoideum fue identificada una ST responsable de la 
sulfatación de las proteínas lisosomales (Benghezal y col., 2006), sin embargo, a 
pesar de que T. cruzi genera estructuras sulfatadas aún en cultivos axénicos, lo 
cual hace indispensable la presencia de la actividad ST codificada por el parásito, 
hasta el momento no se ha descripto tal enzima en este organismo. Cabe destacar 
que las búsquedas por homología en el genoma de T. cruzi, tampoco arrojaron  
resultados. 
1.VII.4 Sulfatación como blanco terapéutico 
En la actualidad, la sulfatación y lo que la misma implica en el 
metabolismo de los organismos ha dado lugar al desarrollo de tratamientos que 
tienen a esta vía como blanco terapéutico en diversas patologías. Las L-
selectinas, proteínas de adhesión expresadas por los linfocitos, tienen un rol 
fundamental en la extravasación de células del sistema inmune a través del 
reconocimiento de sialomucinas desplegadas en las vénulas del endotelio alto de 
los nodos linfáticos. El reconocimiento del oligosacárido 6-sulfo sialil Lewis en las 
sialomucinas por medio de las L-selectinas es interrumpido utilizando un 
anticuerpo monoclonal (MECA-79) específico contra los residuos de N-
acetilglucosamina 6 sulfato, y se está estudiando su aplicación en el tratamiento 
de inflamaciones crónicas como el asma y la artritis reumatoidea (Uchimuray 
col., 2006). Por otro lado, el impacto de la sulfatación en la proliferación celular 
hizo de esta vía un blanco terapéutico muy estudiado en cáncer, donde técnicas 
como RNA de interferencia contra STs o la sobre expresión de sulfatasas han 
dado lugar al desarrollo de nuevas estrategias contra el crecimiento de células 
tumorales (He y Falany 2007, Peterson y col., 2010).    
  
 
 
 
Capítulo VIII: Siglecs 
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1. VIII.Generalidades 
La superfamila de las inmunoglobulinas (Igs) está comprendida por un 
grupo de proteínas muy antiguo que ha evolucionado hacia una gran diversidad y 
a partir del cual emergen los anticuerpos (inmunoglobulinas). Las proteínas 
incluidas en este grupo median varias funciones biológicas a través de 
interacciones específicas. Hasta la década del 90’ se creía que las mismas  eran 
exclusivamente de carácter proteico.  Las primeras evidencias de lo que más 
tarde se conocerían como Siglecs (“sialic acid recognizing Ig-super family 
lectins”), se obtuvieron a partir de investigaciones en sialoadhesinas (“Sn”), 
expresadas en macrófagos y CD22 (Clúster de diferenciación 22) expresada en 
células B maduras (“Naive”). Mientras la depleción del ácido siálico de la 
superficie celular mediante el uso de sialidasas era usado con frecuencia para 
favorecer las interacciones entre células, por disminuir la repulsión asociada a las 
cargas negativas, las interacciones celulares mediadas tanto por Sn o CD22 eran 
inhibidas por el mismo tratamiento. Esto sugería una dependencia de ácido 
siálico como ligando de ambas proteínas (Crocker y Gordon 1989; Stamenkovic y 
col., 1991). Posteriormente, el clonado de estas lectinas develó en su estructura la 
presencia de dominios extracelulares tipo Inmunoglobulina (Ig) los cuales 
estaban dirigidos exclusivamente al reconocimiento del ácido siálico, dando lugar 
al surgimiento de un nuevo grupo de proteínas dentro de esta superfamilia 
(Engel y col., 1993; Crocker y col., 1994). Este nuevo conjunto se denominó 
“Lectinas de tipo I” y a diferencia de los anticuerpos y los receptores de las células 
T, reconocen específicamente azúcares (Powell y Varki, 1995). A medida que se 
fueron encontrando más integrantes de esta familia, los mismos fueron 
categorizados en dos subgrupos teniendo en cuenta la homología de sus 
secuencias y su conservación evolutiva. Un subgrupo está caracterizado por un 
bajo nivel de homología de secuencia y una fuerte presencia de genes ortólogos 
entre todos los mamíferos; el otro está relacionado con CD33 y a pesar de 
presentar un alto nivel de homología de secuencia, dio lugar a una variabilidad 
entre las especies de mamíferos mucho más alta que el primer subgrupo. Hay 
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cuatro representantes del subgrupo de Siglecs comunes a todos los mamíferos: la 
sialoadhesina (Siglec-1), CD22 (Siglec 2), la glicoproteína asociada a mielina 
(MAG o Siglec-4) y la Siglec-15. Todas ellas están presentes en el ser humano. 
Por otra parte, varias son integrantes del subgrupo de Siglecs relacionadas a 
CD33, de las cuales 9 están presentes en el ser humano y son denominadas 
numéricamente mientras en ratón solo hay 5 y son  denominadas 
alfabéticamente (Crocker y col., 2007). 
1.VIII.1 Expresión 
La expresión de todas las Siglecs,  excepto las Siglec-4 y 6, está 
particularmente restringida a las células del sistema hematopoyético e inmune. 
Algunas Siglecs como la Sialoadhesina (Siglec-1) y CD22 se encuentran 
expresadas exclusivamente en ciertos tipos celulares como macrófagos y linfocitos 
B, respectivamente, siendo la primera un factor de adhesión mientras que la 
segunda es un receptor regulador inhibitorio. Por lo general, las relacionadas con 
CD33 presentan un patrón de expresión más complejo, y a excepción de los 
linfocitos T inactivos, todas las células del sistema inmune tanto humano como 
murino expresan al menos un tipo de Siglec (Crocker y col., 2007).   
Cada Siglec tiene una especificidad única en su reconocimiento por 
estructuras sialidadas, y tanto CD22 como la mayoría de las Siglecs relacionadas 
con CD33 presentan en su región citosólica uno o varios inmunoreceptores con 
motivos inhibitorios basados en Tirosina (ITIMs) los cuales estarían involucrados 
en la supresión de la activación de células fagocíticas y presentadoras de antígeno 
(APCs), que expresan este tipo de moléculas (Ravetch y Lanier, 2000). Sin 
embargo algunas Siglecs de ratón y otras del ser humano no poseen motivos 
ITIMs y dos de ellas  (Siglec-H murina y Siglec 14 humana) se encontraron 
relacionadas a DAP12 (Proteína de activación de DNAX 12 kDa) (Blasius y col., 
2006). DAP12 es una proteína adaptadora que contiene motivos activadores 
basados en Tirosina (ITAM) que gatilla tanto señales inhibitorias como 
activadoras (Hamerman y Lanier, 2006) (Fig. 14).   
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Figura 14.Estructura y expresión de Siglecs en humanos y roedores  
El patrón de expresión está indicado en base a marcaciones con anticuerpos específicos. 
Los paréntesis indican bajo nivel de expresión. (B) linfocitos B; (Ba) Basófilos; (cDCs) 
células dendríticas convencionales; (Eo) Eosinófilos; (Mac) Macrófagos; (Mo) Monocitos; 
(MyP) Progenitores mieloides; (N) Neutrófilos; (ND) No determinado; (NK) células 
Natural Killer; (Oligo D) Oigodendrocitos; (pDCs) células Dendríticas plasmáticas; 
(Schw) células de Schwann; (Troph) trofoblastos (adaptado de Crocker y col., 2007). 
1.VIII.2 Reconocimiento 
Los mamíferos contienen una gran diversidad de glicanos sialidados, los 
cuales podrían ser potencialmente reconocidos por las Siglecs. Generalmente, se 
asume que este reconocimiento es importante para modular la función de estas 
       Introducción VIII   
~ 75 ~ 
 
lectinas como reguladoras de adhesión, señalización celular y endocitosis 
(Crocker y Varki, 2001; Varki y Angata 2006). En general, las Siglecs presentan 
baja afinidad (Kd 0.1-3 mM) por los oligosacáridos sialidados  comúnmente más 
expuestos entre las células de los mamíferos y además, existe un reconocimiento 
solapado entre las diferentes lectinas de esta familia. Sin embargo, presentan 
una afinidad y especificidad mayor con respecto a algunos oligosacáridos más 
específicos, representados en los mamíferos y también en otros organismos 
(Crocker y col., 2007). En relación a esto, es importante destacar que las Siglecs 8 
y 9 humanas presentan una preferencia diferencial por ligandos que contienen 
tanto ácido siálico como sulfatos (Bochner 2005; Rapoport y col., 2006). En 
particular,  se observó un fuerte reconocimiento de la  Siglec-9 por oligosacáridos 
de tipo 6-Sulfo-Sialil Lewis, los cuales además de ácido siálico presentan una 
sulfatación en el carbono 6 de un residuo de N-acetilglucosamina presente en 
dicha estructura (Campanero-Rhodes y col., 2006). 
La enorme presencia de los oligosacáridos sialidados en las células de 
mamífero involucra especialmente a las células del sistema inmune, donde por 
ejemplo los linfocitos B, llegan a exponer concentraciones superiores a 100 mM. 
Producto de esta situación es el fenómeno conocido como “Enmascarado” de las 
Siglec, ya que la existencia de interacciones en cis entre las Siglec expresadas por 
una célula y los ligandos expresados también en la superficie de la misma, 
mantienen silentes las vías de señalización dependientes de estas lectinas. 
Incluso las mismas Siglecs al ser glicoproteínas favorecen las interacciones en cis 
al interaccionar entre ellas (Collins y col., 2002). Tanto este tipo de interacciones 
como las interacciones en trans, compiten según la afinidad de los ligandos 
expuestos ya que, en algunos casos, los ligandos presentados en trans por 
diversos tejidos muestran mayor afinidad que los presentados en cis. El 
intercambio de interacciones de tipo cis y trans entre la siglec y sus ligandos es 
determinante en el rol de regulación que ejercen estas lectinas. Se sabe que CD22 
regula a las células B inhibiendo su activación en situaciones en las cuales el 
antígeno presentado y el ligando de esta Siglec corresponden a la misma célula, 
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evitando así la producción de autoanticuerpos (Lanoue y col., 2002). Por otro lado, 
los resultados obtenidos en varias investigaciones describieron que ciertos tejidos 
expresan altas concentraciones de ligandos de Siglecs, sugiriendo que las 
interacciones en trans tienen que ver con la protección ante un ataque 
autoinmune al competir con las interacciones en cis (Crocker y col., 2007). La 
sialoadhesina parece ser una excepción a esta regulación ya que su larga 
estructura extracelular dificulta las interacciones en cis. 
1.VIII.3 Funcionalidad 
A partir de homologías de secuencia,  tropismo, estructura genética y 
relación filogenética, se han creado una serie de correspondencias entre Siglecs 
de diferentes especies de mamíferos las cuales estarían relacionadas como genes 
ortólogos (Varki y Angata, 2006). Entre varias de las relaciones descriptas, 
hacemos énfasis para este trabajo en el hecho de que las Siglec-9 y 7 humanas, 
han sido muy relacionadas con la Siglec-E murina. Asimismo, las siglecs-E y 9 
coinciden con respecto al tipo de células que las expresan (monocitos, células 
dendríticas y neutrófilos) y las tres reconocen estructuras sulfatadas. Más aún, 
estas tres lectinas tienen en común la capacidad de desencadenar señales 
inhibitorias sobre la activación celular de las células del sistema inmune (Crocker 
y col., 2007). Recientemente, se asoció a la Siglec-E con la regulación negativa de 
la activación y reclutamiento de neutrófilos involucrados en un modelo de 
inflamación pulmonar (McMillan y col., 2013). También se describió que la 
interacción en trans a través de Siglec-E suprime la activación de las células del 
sistema inmune innato que expresan esta lectina. Esto sucede cuando 
interaccionan con linfocitos-T activados a través de la interacción con estas 
células. El mismo trabajo sugiere que el cambio de interación de cis a trans por 
parte de la Siglec-E está directamente relacionado con la exposición de los 
ligandos sulfatados en las células T correspondientes ya que solo el incremento de 
ácido siálico en la superficie de las células T, no sería suficiente para justificar un 
cambio de interacción por parte de las lectinas (Redelinghuys y col., 2011). Esta 
capacidad de las Siglecs de deprimir la activación inmunológica es 
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particularmente aprovechada por varios patógenos, los cuales exponen 
oligosacáridos imitando ligandos endógenos de Siglecs,  manipulando así  la 
modulación de la respuesta inmune innata.  
1.VIII. 4 Siglecs y T. cruzi 
T. cruzi posee una enzima denominada Trans-sialidasa (TS), objeto de 
muchísimas investigaciones que la relacionan con la infectividad y patogenicidad 
de este protozoario. Dado que el parásito no puede sintetizar el ácido siálico, la 
actividad de la TS consiste en transferir moléculas de ácido siálico desde 
glicoconjugados del hospedador a estructuras tipo mucinas que el parásito 
expresa en superficie (Colliy col., 1993; Buscaglia y col., 2006).  La importancia de 
esta enzima se evidencia en los múltiples genes codificantes que el organismo 
posee para la TS y en la importancia que tiene en el proceso de infección, por 
ejemplo, confiriendo resistencia hacia proteínas del complemento humano 
(Tomlinson y col., 1994). Además, se sabe que al igual que el dominio C-T de la 
Cz, la TS contiene un dominio carente de actividad enzimática, el cual es 
altamente inmunogénico. La característica bifuncional de ambas moléculas ha 
dado lugar a hipótesis que sugieren que estas son el resultado de una estrategia 
del parásito cuyo fin es orientar la respuesta inmune hacia este dominio 
antigénico, protegiendo así al dominio catalítico y por ende, la actividad 
enzimática (Cazzulo y Frasch 1992). Las interacciones que existen entre este 
parásito y las Siglecs  ocurren como producto de esta actividad enzimática de T. 
cruzi. La primera interacción descripta fue la que mantiene con la Sialoadhesina 
expresada en macrófagos, la cual no posee dominio intracelular y por tal motivo 
se le atribuye la función de mediar en las interacciones célula-célula (Monteiro y 
col., 2005). Posteriormente, se demostró que la capacidad de trans-sialidación 
está involucrada en la inhibición de la activación de células presentadoras de 
antígeno vía Siglec-E. La entrada del parásito en las células del hospedador inicia 
una respuesta inmune potente, capaz de controlar la infección pero no de 
eliminar al parásito por completo. La producción de interleucina 12 (IL-12) por 
parte de las células presentadoras de antígeno, como las dendríticas, es crucial 
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para establecer una respuesta de células T CD8+ y Th1 que mediante la 
producción de INFγ producen la activación de células fagocíticas idóneas para 
atacar parásitos intracelulares (Aliberti y col., 1996; Kumar y Tarleton, 2001). La 
inhibición de la activación de las células presentadoras de antígeno vía Siglec-E 
conlleva una supresión de la respuesta Th1 en el proceso de infección, 
favoreciendo la persistencia del parásito. Sorprendentemente, la interacción de T. 
cruzi con Siglec-E parece estar relacionada con la patogenicidad de cada cepa ya 
que fue bien definida para la cepa patogénica Tulahuen (Tul), mientras la 
interacción disminuyó notablemente para la cepa menos patogénica Tehuantepec 
(Teh) (Erdmann y col., 2009; Jacobs y col., 2010). 
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Parte 1 
2.1.Mecanismo de sulfatación 
Con el objetivo de probar que la sulfatación en Trypanosomacruzi ocurre a 
través de la vía que involucra a la molécula PAPS como dador del grupo sulfato, 
se realizaron diversos ensayos utilizando clorato de sodio como inhibidor de este 
mecanismo. Los ensayos permitieron evaluar el impacto de esta sal tanto en la 
sulfatación de proteínas como en la sulfatación de lípidos.  
2.1.1.Sulfatación de glicoproteínas. Detección 
Como modelo de sulfatación proteica se utilizó a la cruzipaína (Cz), 
teniendo en cuenta que se demostró por primera vez la presencia de sulfatos en 
los oligosacáridos unidos a  la Asn255 de la molécula,  situados en el único sitio 
de N-glicosilación del dominio C-terminal (C-T) de la misma (Barboza y col., 
2005). Una de las estrategias para evidenciar un descenso en la tasa de 
sulfatación fue obtener una fracción de anticuerpos contra Cz enriquecida en 
aquellos anticuerpos específicos para el epitope sulfatado. Para lograr este 
enriquecimiento, los anticuerpos anti-Cz obtenidos a partir de conejos 
inmunizados con la molécula fueron purificados,  y se adsorbieron dos veces de 
manera consecutiva, con Cz desulfatada (Czd) químicamente. Dado que la única 
diferencia entre Cz y Czd es la presencia y ausencia del grupo sulfato,  
respectivamente,  la fracción de anticuerpos anti-Cz que queda sin adsorber 
debería  reconocer específicamente al epitope sulfatado y es por eso que la 
denominamos IgGs-enriquecidas-Anti-Sulfato (IgGs-enriquecidas-AS). Esta 
fracción, por estar enriquecida en anticuerpos específicos anti-sulfatos resultó ser 
mucho más sensible a los cambios en el nivel de sulfatación de la proteína que el 
total de anticuerpos obtenidos contra la Cz entera (IgGs-Anti-Cz T).  
La calidad de estos anticuerpos fue evaluada mediante Ensayos de 
Inmunoabsorción Ligado a Enzimas (ELISA) usando como antígenos Cz y Czd 
(Fig. 15 a y b). De acuerdo a lo esperado, debido a la ausencia del epitope 
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sulfatado en la Czd, el reconocimiento de la Cz tanto por las IgGs-Anti-Cz-T como 
por las IgGs-enriquecidas-AS fue más intenso. Asimismo, la relación o cociente  
entre el reconocimiento de la Cz y el de la Czd (Cz/Czd) aumentó de 1,21 a 3,51 
cuando se utilizaron las IgGs-enriquecidas-AS demostrando la especificidad de 
esta última fracción. Además, para confirmar que esta diferencia se debía 
exclusivamente al epitope sulfatado se realizaron EliSAs de inhibición utilizando 
un azúcar sintético, N-Acetil Glucosamina 6 Sulfato (NAcGlc6S) como inhibidor 
mimetizando al mencionado epitope estableciendo así una competencia por los 
anticuerpos específicos (Barboza y col., 2005; Couto y col., 2012). Como 
consecuencia del agregado de concentraciones crecientes de este inhibidor se 
observó una disminución significativa en la relación de reconocimiento Cz/Czd 
solamente cuando se utilizaron las IgGs-enriquecidas-AS. Este resultado 
expresado como porcentaje de inhibición del reconocimiento de la Cz tanto por las 
IgGs-Anti-Cz-T como por las IgGs-enriquecidas-AS se muestra en la (Fig. 15 C). 
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Figura 15. Enriquecimiento de IgGs específicas por sulfatos purificadas a 
partir de suero policlonal específico anti -Cz de conejo mediante adsorción con 
Czd. 
Los resultados de ELISA muestran el reconocimiento de los antígenos Cz y Czd por la  
fracción de IgGs-Anti-Cz-T (A) e IgG-enriquecidas-AS (B)mediante competencia con 
cantidades crecientes de NAcGlc6S. R es la relación de inmunoreconocimiento calculada 
como el valor de Abs 490nm obtenido con Cz /el valor de Abs 490nmobtenido con Czd 
para cada concentración de inhibidor utilizada C- Porcentaje de inhibición de 
reconocimiento de Cz por la fracción de IgGs-Anti-Cz-T y por la fracción IgGs-
enriquecidas-AS calculado a partir de los datos de los gráficos A y B. El valor de 
inhibición 0% se considera en ausencia de NAcGlc6S. Análisis estadístico Test de 
Student * p<0,05. Gráficos en Graphpad Prism. 
2.1.2.EFECTOS DEL CLORATO EN LA SULFATACIÓN DE GLICOPROTEÍNAS 
Una vez obtenidos y caracterizados los anticuerpos de detección de los 
grupos sulfato (IgGs-enriquecidos-AS) procedimos a evaluar la capacidad 
inhibitoria del clorato sobre la sulfatación de Cz. Para tal fin, se crecieron 
epimastigotes de T. cruzi, cepa Tul 2con concentraciones crecientes de clorato (10, 
25 y 50 mM) en medio de cultivo axénico. El efecto del tratamiento fue analizado 
por la técnica de western blot utilizando como primer anticuerpo las IgGs-
enriquecidas-AS. Es importante mencionar que se evaluó el impacto del 
tratamiento sobre el crecimiento de los parásitos y la síntesis proteica y no se 
obtuvieron alteraciones significativas para ninguno de estos parámetros (Fig. 16 
A y B). 
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Figure 16. Efectos del tratamiento con clorato sobre  la síntesis de proteínas 
y sobre  el crecimiento de los parásitos  
A. Efectos del clorato sobre la síntesis proteica. A partir de tres alícuotas de 50000 
parásitos crecidos en diferentes concentraciones de clorato de sodio (0, 25 y 50mM). Se 
realizó una electroforesis desnaturalizante en gel seguido por tinción de plata y un wb 
con anticuerpos específicos para Cz. Las bandas resultantes fueron analizadas mediante 
el Image J software. B. El crecimiento de los epimastigotes no se vio alterado 
significativamente con concentraciones de clorato por debajo de 75 mM (no se muestra) 
luego de 48 hs de tratamiento. El eje Y representa el crecimiento de los epimastigotes. Se 
definió el valor de la tasa de crecimiento obtenido en el control de tratamiento (0 mM de 
clorato) con valor 1. A partir de este valor se relativizó el crecimiento obtenido en 
presencia de 25 y 50 mM de clorato. Los datos obtenidos por duplicado de tres 
experimentos diferentes fueron analizados mediante el test de ANOVA de un factor en el 
software Graphpad Prism. 
 Como resultado del ensayo, el reconocimiento de las IgGs-enriquecidas-AS 
por la Cz disminuyó a medida que aumentó la concentración de clorato luego de 
las 48h de tratamiento (Fig. 17 A y B). Como control de siembra se procesó en 
paralelo la Aldo-ceto-reductasa de T. cruzi (TcAKR), una proteína citosólica del 
parásito que no presenta epitopes sulfatados (Garavaglia y col., 2010). La 
inhibición de la sulfatación de la Cz fue significativa en los tratamientos con 25 y 
50 mM de clorato. Esta inhibición se manifestó como una pérdida en la 
intensidad de la señal de reconocimiento, obtenida mediante western blot, 
superior al 50 % respecto de los controles sin tratar. En este ensayo el 
reconocimiento de la Cz fue relativizado según el reconocimiento de la TcAKR, 
proteína control, para cada tratamiento por separado.   
 
        A                                                             B 
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Figura 17. Inmunoreconocimiento de Cz en epimastigotes tratados con 
clorato.  
A. Western blot de epimastigotes tratados con clorato. Como controles en las primeras 
dos calles se sembró Cz y Czd ambas puras y el revelado de las restantes calles 
sembradas con epimastigotes  se reveló con IgGs-enriquecidas-AS y con anti-Tc. AKR 
como control de siembra (en la línea superior e inferior, respectivamente).B. Se 
obtuvieron las relaciones entre la intensidad de señal de Cz / la intensidad de señal de 
TcAKR para cada calle y se las relativizó con respecto al control (0mM de clorato), el cual 
se consideró100% de intensidad de señal. El análisis de las intensidades de las bandas se 
realizó con image J software. * p<0,05; ** p<0,01 (Test de ANOVA de un factor) Gráficos 
en software Graphpad Prism. 
Por otro lado, se realizaron electroforesis bidimensionales (2D) de los 
parásitos tratados con 25 mM de clorato y se analizaron las bandas 
correspondientes a Cz por western blot usando para el revelado las IgGs-Anti-Cz-
T. El resultado mostró un claro desplazamiento de las bandas de Cz hacia puntos 
isoeléctricos más altos. Esto concuerda con la pérdida de los grupos sulfatos en 
esta glicoproteína. Como controles de este ensayo se utilizaron Cz y Czd 
purificadas y parásitos sin tratar (Fig. 18). 
 
Figure 18: Movilidad en electroforesis 2-D. 
A.Cz (1µg) B. Cz (1µg) más Czd (1µg) C. 2x105 parásitos sin tratar. D. 2x105 parásitos 
tratados con clorato (25mM) durante 48 h. Arriba de izquierda a derecha figura el rango 
de puntos isoeléctricos (pI: 3 a 10) utilizado para la primera dimensión. La segunda 
dimensión se realizó en gel de poliacrilamida 10% con SDS. EL western blot fue revelado 
con IgGs-Anti-Cz-T 
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2.1.3. EFECTOS DEL CLORATO EN LA SULFATACIÓN DE LÍPIDOS 
La presencia de sulfatos en los lípidos de T. cruzi y el hecho de que estos 
epitopes presenten reactividad cruzada con los encontrados en el extremo C-T de 
la Cz, les da una reconocida relevancia antigénica (Acosta y col., 2012). Por tal 
motivo, investigar la posible existencia de un mecanismo común de sulfatación 
fue uno de los objetivos de este trabajo.  
A partir de epimastigotes de la cepa Tul2 tratados con diferentes 
concentraciones de clorato (10, 25 y 50 mM) se realizó una extracción y 
purificación de glicoesfingolípidos ácidos (AGSLs), para luego analizarlos 
mediante cromatografía en capa delgada (Fig. 19). Los glicoesfingolípidos fueron 
el grupo de elección dado que dentro de ese conjunto de lípidos fue descripta y 
luego caracterizada la presencia de sulfatos (Glicoesfingolípidos sulfatados o 
sulfátidos) (Uhrig y col., 1992; Acosta y col., 2012). 
Del revelado de la cromatografía se desprenden dos resultados. El primero 
consiste en una disminución en la señal o mancha del sulfátido que presenta 
migración semejante al sulfátido control (SM4s). Esta disminución coincide con el 
aumento en la concentración de clorato en las muestras. El análisis posterior por 
espectrometría de masa (UV-MALDI-TOF) confirmó que esta mancha (“spot B”) 
correspondía a la estructura sulfatídica previamente descripta en T. cruzi (Fig. 
20) (Acosta y col., 2012). Por otro lado, junto con el descenso de la mancha B, se 
observó un aumento en una segunda mancha, denominada “spot  A”, presente en 
la parte superior de la placa cromatográfica. Esto implica que es de menor 
polaridad que mancha B ubicada en la mitad inferior (Fig. 18 A). El análisis de 
ambas manchas A y B mediante el image J software confirmó que tanto el 
aumento como el descenso  de las mismas fue significativo (Fig. 19 B y C). 
 
 
 
       Resultados y Discusión 1   
~ 86 ~ 
 
A                                                 B 
 
 
 
 
 
 
     C 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Análisis deAGSLs en epimastigotes tratados con clorato.  
A. Epimastigotes de la cepa Tul 2 fueron tratados durante 24 horas con diferentes 
concentraciones de clorato (0, 10, 25 y 50 mM). La fracción de AGSLs obtenida a partir 
de 5x109parásitoscon y sin tratamiento fue analizada por cromatografía en capa 
delgada. Los controles de gangliósido (GM1) y sulfátido (SM4s) están señalados con 
flechas. Los gráficos de barra corresponden al análisis densitométrico de la intensidad de 
las manchas obtenidas. B Gráfico correspondiente a la mancha A (“Spot A”). C gráfico 
correspondiente a la mancha B (“Spot B”). El Test estadístico utilizado fue el ANOVA de 
un factor *p<0,05 25 mM Vs 0 mM de clorato. Gráfico obtenido con software Graphpad 
prism. 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos en esta sección “Mecanismo de 
sulfatación” podemos confirmar la existencia de una vía de sulfatación no solo 
glicoproteica, sino también lipídica que involucra a la molécula de PAPS como 
parte necesaria de la misma. El hecho de que los resultados hayan derivado del 
uso de clorato de sodio como inhibidor, implica además la expresión necesaria de 
ATP-sulfurilasas dado que la capacidad inhibitoria de esta sal se demostró sobre 
estas enzimas (Baeuerle y Huttner, 1986). 
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Figura 20.Estructura obtenida mediante análisis por espectrometría de masa 
UV-MALDI-ToF 
Mediante el empleo del equipo Ultraflex II TOF/TOF, se analizó el “Spot B” obtenido en 
la TLC (Fig. 5).EL espectro de masas obtenido presentó un conjunto de picos con valores 
de masas que permitieron confirmar que se trataba de una estructura 
Glicoesfingolipídica (GSL) acetilada y sulfatada. Los picos sobre los cuales se consideró la 
presencia de una molécula de sodio asociada al ion generado se marcaron en rojo. En 
azul figuran los picos de iones asociados a un protón.  
La sulfatación es una modificación post-traduccional crítica de la cual 
dependen varios procesos biológicos. En T. cruzi se sabe que tanto los lípidos 
como las proteínas sufren esta particular modificación (Acosta y col., 2012; 
Barboza y col., 2005). Previo a los resultados expuestos en este trabajo, nada se 
sabía acerca de las rutas metabólicas utilizadas por este patógeno para llevar a 
cabo en este proceso. A partir de los resultados obtenidos mediante el tratamiento 
con clorato de sodio sobre epimastigotes de T. cruzi crecidos en cultivo axénico, 
evidenciamos la necesidad del parásito de sintetizar PAPS para sulfatar tanto 
proteínas como lípidos. La reducción de la sulfatación de la Cz se observó tanto en 
western blot como en electroforesis bidimensional. Mientras  en ausencia de 
tratamiento, el pI de la Cz se ubicó en valores de entre 4.5 y 5 de acuerdo a lo 
reportado previamente (Stoka y col., 1995; Cazzulo y col., 1995) y con un patrón 
similar al descripto utilizando la misma técnica (Scharfstein y col., 1986), en los 
epimastigotes tratados, la Cz mostró un claro desplazamiento hacia valores de pI 
entre 5.5 y 6 lo cual se condice con la pérdida de cargas negativas en la molécula. 
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Por otro lado,  con respecto a la sulfatación de los lípidos, el análisis de los 
parásitos tratados mostró una reducción significativa de los niveles de sulfátidos 
(GSLsA) (“Spot B”) cuyas estructuras fueron confirmadas mediante 
caracterización por espectrometría de masa. Concomitantemente, el aumento de 
lípidos neutros (GSLsN) (“spot A”) también fue significativo. Esta situación 
sugiere una acumulación de los glicoesfingolípidos neutros, también confirmados 
mediante caracterización estructural por espectrometría de masa, teniendo en 
cuenta la interrupción de la vía de sulfatación y dado que estos últimos 
representan el precursor de los GSLsA. En conjunto, los resultados obtenidos 
mediante el tratamiento de los epimastigotes tanto con la Cz como modelo 
proteico, como con los glicoesfingolípidos, reflejan la existencia de un mecanismo 
de sulfatación dependiente de PAPS en el parásito.    
2.1.4. Efectos morfológicos del tratamiento con clorato 
Estudiamos el efecto de este tratamiento sobre el parásito a nivel 
estructural y morfológico, lo cual podría permitirnos inferir el/ los posibles roles 
de la sulfatación en T. cruzi. Luego de 24 h de tratamiento enepimastigotes de la 
cepa Tul 2 con diferentes concentraciones de clorato de sodio (0, 10, 25 y 50 mM) 
se buscaron indicios de alteraciones morfológicas en el parásito por medio del uso 
de microscopía electrónica.  
Mientras en los epimastigotes tratados con 10 y 25mM de clorato no se 
encontraron diferencias estructurales significativas respecto del control (0 mM), 
varias anormalidades se observaron a partir del tratamiento con 50mM de clorato 
(Fig. 21). Entre las alteraciones encontradas, los parásitos tratados mostraron: 
hinchazón de la mitocondria; alteraciones en reservosomas, ubicados entre núcleo 
y bolsillo flagelar; así como también en membranas y complejo de Golgi. Además 
se encontró desorganización de kinetoplasto y núcleo (Fig. 21 b-f). El aumento de 
los GSLs neutros en los parásitos tratados es probablemente la causa de las 
desorganizaciones de membrana encontradas. Una de las más llamativas fue la 
presencia de compartimentos que contienen estructuras mielínicas y de material 
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electrodenso formadas por acumulación de membrana (Menna-Barreto y col., 
2009). 
 
Figura 21. Efectos del clorato a nivel estructural. Microscopia electrónica de 
epimastigotes tratados con clorato.  
A) Epimastigotes sin tratar mostrando una estructura típica del núcleo (N) y membrana 
nuclear, Kinetoplasto (K) el cual está contenido dentro del mitocondrión (m) y los 
reservosomas electrodensos (Rd, →) o electrolúcidos (Rl, ▲). (b-f) Epimastigotes tratados 
con 50 mM de clorato durante 24 h. Los parásitos tratados evidenciaron alargamiento e 
hinchazón de la mitocondria (c, d, e, f), alteraciones en la membrana del núcleo y su 
contenido genético (d, e, f), Kinetoplasto anormal (b-f), Rl y Rd (b, c), desorganización del 
Golgi (d, f), arreglos de membrana conteniendo estructuras electrodensas (es) (d) y 
estructuras mielínicas (ms) (c, d, f).  a- Escala 1cm: 1.4μm. b- Escala 1cm: 0.5μm. c- 
Escala 1cm: 0.83μm. d- Escala 1cm: 2.2μm. e- Escala 1cm: 2.2μm. f- Escala 1cm: 0.83μm. 
Los epimastigotes tratados con 10 mm clorato de sodio resultaron morfológicamente 
idénticos a los no tratados (no se muestra) 
Los reservosomas se caracterizan por ser organelas circulares (diámetro 
promedio de 400 a 600 nm) delimitadas por membrana simple, normalmente 
ubicadas en la parte posterior de los epimastigotes y compuestas principalmente 
por proteínas y/o lípidos. De acuerdo a la proporción y características del 
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contenido se pueden clasificar en dos tipos: los electrodensos (Rd) que contienen 
mayormente proteínas aunque no exclusivamente y los electrolúcidos (Rl), los 
cuales contienen principalmente lípidos (Cunha e Silva, 2006;  De Souza y col., 
1978; Soares y col., 1987). Se llevó a cabo el recuento de este tipo de organelas 
tanto en los parásitos sin tratar como en los tratados, encontrando que había una 
disminución significativa de los Rd en los epimastigotes tratados. Puntualmente, 
se sabe que este tipo de reservosomas son organelas de formación reciente, lo que 
explica la carencia de una gran masa lipídica. Asimismo se caracterizan por 
contener un medio ácido lo que les otorga un aspecto electrodenso (Santana y col., 
2009). La disminución de AGSLs observada tras el tratamiento podría estar 
asociada a la disminución de los Rd. De igual manera, la posible presencia de 
glicoproteínas sulfatadas en estas organelas, se vería afectada ya que la 
sulfatación de proteínas esta disminuida tras el tratamiento con clorato, 
contribuyendo también a la disminución de los Rd (Fig. 22 A). Por otro lado, el 
aumento notorio de los Rl concomitante con el aumento de la dosis de clorato 
utilizada sugiere fuertemente estar relacionado con la acumulación de los GSLs 
neutros previamente descripta (Fig. 22 B). 
A                                                          B 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura. 22. Cuantificación de reservosomas 
Cuantificación de reservosomas electrodensos (Rd) (A) y electrolúcidos (Rl) (B) de 
epimastigotes de la cepa Tul 2,a diferentes concentraciones de clorato (0, 25 y 50 mM) 
tratados durante 24 h .Los valores correspondientes a 10 mM resultaron no significativos 
con respecto al control (no se muestra). El Test estadístico utilizado fue el ANOVA de un 
factor *p<0,05 **p<0,01 y ***p<0,001. Gráfico obtenido con software Graphpad prism. 
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Finalmente, cabe destacar que no se observaron alteraciones estructurales 
en los parásitos tratados con 25 mM de clorato de sodio. Esto indica que las 
concentraciones de este inhibidor, necesarias para producir este tipo de 
alteraciones, son más elevadas que aquellas necesarias para producir efectos 
sobre la sulfatación de glicoconjugados a nivel molecular. Tanto los resultados 
obtenidos en proteínas, lípidos y estructura del parásito al ser sometido a este 
tratamiento sugieren fuertemente la presencia de un mecanismos de sulfatación 
dependiente de PAPS en T. cruzi.  
2.1.5. Sulfatación y actividad enzimática dela Cz 
Puesto que la Cz es la cisteína proteinasa mayoritaria de T. cruzi (Cazzulo 
y col., 2001) y que de esta actividad enzimática depende el desarrollo del ciclo de 
vida del parásito, resultó trascendente determinar la influencia de la sulfatación 
sobre dicha actividad.  Para tal fin, se llevaron a cabo dos ensayos. El primero, 
una desulfatación enzimática de la Cz mediante el uso de una Sulfatasa 
comercial (A. Entrailis VII Sigma Aldrich), la cual a diferencia de la sulfatación 
química no implica condiciones desnaturalizantes para la proteasa, aunque 
requiere una incubación durante toda la noche a 37 °C que se tuvo en cuenta al 
momento de comparar actividades. Para tener un control de este tratamiento, se 
dividió la Cz en dos fracciones. A ambas fracciones se las sometió al protocolo de 
desulfatación enzimática pero solo a una fracción se le agregó la sulfatasa 
comercial. Sobre las especies de Cz obtenidas a partir de este primer ensayo, Cz 
tratada (sin sulfatasa) y Czd (con sulfatasa), se realizó el segundo ensayo. En este 
estudio se pretendía saber si el reconocimiento o bloqueo de los anticuerpos anti-
sulfato generaba algún tipo de impedimento sobre la actividad catalítica de la Cz. 
Para esto, tanto a la Cz tratada como a la Czd se las incubo con IgGs específicas 
para Cz total y para Czd purificadas a partir de sueros policlonales de conejos 
inmunizados con ambas proteínas por separado. Es útil mencionar que los 
anticuerpos anti-Czd fueron obtenidos a partir de Cz desulfatada químicamente, 
lo que asegura un 99% de desulfatación. Si los anticuerpos dirigidos hacia el  
epitope sulfatado generasen una alteración de la actividad de la Cz esto se 
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reflejaría como una diferencia entre el tratamiento con los anticuerpos anti-Cz 
total y anti-Czd. Una incubación de Czd con anticuerpos provenientes del suero 
pre-inmune de los conejos inmunizados se utilizó como control. Se eligió utilizar 
Czd para estudiar de manera indirecta la posible participación o no de los 
sulfatos en la actividad enzimática  de la Cz (Fig.  23). 
Figura 23. Actividad enzimática de la Cz frente a la desulfatación o bloqueo 
del epitope sulfatado.  
La actividad enzimática de la Cz se midió antes (a) y después de la incubación durante 
toda la noche a 37°C (b-f). Las muestras de Cz con (e-h) o sin (b-f) tratamiento de 
desulfatación fueron luego incubadas durante 1h y 30 min a 4°C con 8 µg de IgGs 
purificadas anti-Cz (c y f) o anti-Czd (d y g). La actividad de la Czd fue evaluada también 
tras la incubación con IgGs purificadas del suero pre-inmune (PI) como control. El Test 
estadístico utilizado fue el ANOVA de un factor* p<0.05 a vs b-f, actividad de Cz sin 
incubación vs actividad de Cz con incubación a 37°C. 
De los resultados obtenidos se desprende que ni la desulfatación ni el 
bloqueo de los epitopes sulfatados mediante anticuerpos específicos afectan 
significativamente a la actividad de la Cz. Con lo cual esta modificación post-
traduccional de la molécula, lejos de atribuirle una capacidad catalítica a la 
enzima, estaría especialmente dirigida a establecer interacciones o ser blanco de 
una respuesta inmunológica. Si bien estos datos fueron obtenidos in-vitro 
utilizando un sustrato sintético pequeño, y teniendo en cuenta que no hay 
evidencias de epitopes sulfatados en el dominio catalítico de la enzima, los 
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resultados se condicen fuertemente con la información previa acerca la función 
del dominio C-T de la Cz. Sobre este dominio, varios trabajos sugieren que está 
implicado en desviar la respuesta humoral del hospedador a fin de que esta no 
afecte al dominio catalítico de la enzima y en consecuencia su actividad 
enzimática (Martinez y col., 1993; Stoka y col., 1998; Cazorla y col., 2010).La 
confirmación de que estos epitopes no afectan la actividad biológica in vivo de la 
molécula deberían incluir como sustratos a moléculas más grandes como 
kininógeno de alto peso molecular que se sabe es degradado a kininas por acción 
de la Cz (Scharfstein y col., 2000). 
2.1.6.Detección de epitopes sulfatados en la superficie del parásito 
Si bien hay múltiples indicios a favor de que la Cz se encuentra también 
unida a membrana plasmática en diferentes formas de desarrollo del parásito 
(Souto-Padron y col., 1990; Tomas y col., 1997; Parussini y col., 1998) y que 
además se secreta al medio (Yokoyama-Yasunaka y col., 1994; Duschak y col., 
2006), resultó esencial para la continuidad de este trabajo, determinar si los 
epitopes sulfatados se encontraban expuestos en la superficie.  
Uno de los ensayos llevados a cabo para demostrar la exposición de los 
epitopes sulfatados en la membrana del parásito, fue realizado mediante 
citometría de flujo sobre trypomastigotes de las cepas Tulahuen 2 (Tul 2), Brazil,  
Y,  y Tehuantepec de T. cruzi. Con esta técnica se determinó la capacidad de 
unión a los parásitos de dos  “pooles”  diferentes de IgGs purificadas a partir de 
sueros de conejo inmunizados con Cz y Czd. Uno de los “pooles”, específico contra 
Cz, contenía  anticuerpos dirigidos a los epitopes sulfatados de la Cz y el otro 
obtenido a partir de la inmunización con Czd, carecía de anticuerpos contra los 
epitopes sulfatados. De los resultados obtenidos a través del uso de estos 
anticuerpos contra los trypomastigotes, pudimos observar que solo una parte de 
la población de los parásitos expresa Cz en membrana y que en todos los casos 
una población mayor de parásitos fue reconocida por los anticuerpos anti-Cz (Fig. 
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24 I  A, C, E y G) en comparación a los anticuerpos reconocidos por los 
anticuerpos anti-Czd (Fig. 24 I  B, D, F y H) (Fig. 23 II). 
Estos resultados, en conjunto, con los publicados previamente por nuestro 
grupo (Ferrero y col., 2014), coinciden en que los epitopes sulfatados de la Cz se 
encuentran expuestos en la superficie de los parásitos. Además, también 
explicarían resultados obtenidos previamente por nuestro grupo indicando que 
los pacientes con enfermedad de Chagas tienen una marcada respuesta humoral 
hacia estos epitopes a lo largo del desarrollo de la misma  (Acosta  y col.,  2011) y 
nos permitiría estudiar su rol en otros aspectos tales como la invasión y la 
interacción con el sistema inmune del hospedador. 
                         I                II 
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Figura 24. Reconocimiento de epítopes sulfatados expuestos en membrana 
plasmática de trypomastigotes 
I: Dot Plots obtenidos por citometría de flujo con trypomastigotes de las cepas Tul 2, 
Brazil, Y y Teh confrontados con IgGs anti-Cz(A, C, E y G) y anti-Czd (B, D, F y H) 
respectivamente. II: Gráfico de barras reflejando el reconocimiento en% para cada “pool” 
de IgGs obtenido a partir de los resultados de citometría de flujo. 
2.1.7. Efecto de la sulfatación en la invasión de cardiomiocitos 
Varios mecanismos fueron descriptos explicando la invasión de 
cardiomiocitos por T. cruzi (Calvet y col., 2012). Estos involucran, entre otras 
cosas, la participación de oligosacáridos del huésped y/o del parásito en el 
proceso. Entre los oligosacáridos del parásito implicados en la invasión se 
encuentran la manosa y la N-acetyl glucosamina (de Araújo-Jorge y de Souza 
1986, 1988). La Cz posee ambos azúcares en la N-glicosilación ubicada en el C-T. 
Se considera a esta glicosilación como potencial responsable de interaccionar con 
el receptor de manosa de macrófagos modulando la respuesta inmune innata 
(Garrido W y col., 2011). 
Hasta el momento, solo se había involucrado a la Cz participando de la 
invasión en cardiomiocitos como proteasa (Sharfsteiny col., 2000;  Todorov y col., 
2003). En este contexto resultó relevante estudiar si los sulfatos presentes en la 
N-glicosilación ubicada en el  C-T de la Cz participaban en la invasión de las 
células cardíacas.  
Para estudiar la posible participación de los sulfatos en el proceso de 
invasión, infectamos células HL-1,  línea de cardiomiocitos murinos,  (Claycomb y 
col., 1998*) con trypomastigotes tratados con clorato de sodio. Estos 
trypomastigotes fueron crecidos en células VERO en presencia del inhibidor 
durante 96 horas. Se utilizaron las concentraciones de clorato de sodio, 10 y 25 
mM, ya que a estas concentraciones no se observaron cambios morfológicos 
significativos en el parásito durante los ensayos previamente realizados. A partir 
de los trypomastigotes cosechados en estas condiciones se procedió a infectar a las 
células HL-1. Mientras el tratamiento con 10 mM de clorato no arrojó diferencias 
significativas con respecto al control (trypomastigotes crecidos en ausencia de 
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clorato), el número de células HL-1 infectadas a partir de los trypomastigotes 
tratados con 25 mM de clorato mostró un descenso significativo (Fig. 25). Es 
importante mencionar que la infección se realizó en ausencia de tratamiento con 
clorato de manera que los cardiomiocitos no se vieran afectados por el mismo. 
Con el fin de descartar posibles efectos pleiotrópicos desconocidos debidos 
al uso de clorato y hacer un análisis referido específicamente a los epitopes 
sulfatados de la Cz, se realizó un segundo ensayo libre de clorato de sodio. En el 
mismo se incubaron Cz, Czd, C-T y C-Td por separado con las células HL-1 antes 
y durante la infección. Cabe destacar que la actividad de la Cz fue inhibida 
irreversiblemente mediante la adición de E-64, inhibidor irreversible y específico 
para cisteína-proteasas. De esta manera se descartó la influencia de la actividad 
de la proteasa en los resultados. Además, exclusivamente para este ensayo la 
desulfatación se hizo enzimáticamente ya que la desulfatación química requiere 
condiciones desnaturalizantes que podrían alterar la conformación de las 
proteínas a utilizar y así interferir en los resultados.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Efecto del clorato en la infección de la línea celular cardiaca HL-1 
Se infectaron cultivos celulares de células HL-1 con trypomastigotes de la cepa Tul 2 
tratados con concentraciones crecientes de clorato de sodio (0, 10, y 25 mM). Al tercer día 
post -infección las células se fijaron y tiñeron con May-Grungwald Giemsa. Se realizaron 
recuentos de las células infectadas y se calculó la infectividad como 100 x el número de 
células infectadas tras el tratamiento / el número de células infectadas en el control sin 
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tratar (0 mM clorato). El 30 % de las células resultaron infectadas en el control del 
tratamiento. El Test estadístico utilizado fue el ANOVA de un factor*p<0,05 25 mM Vs 0 
mM de clorato. Gráfico obtenido con software Graphpad prism. 
Tras el análisis del porcentaje de células infectadas se observó que ni la Cz 
ni el C-T afectaban la infectividad del parásito en comparación con el control de 
células sin tratar. Sin embargo, luego de las incubaciones tanto con Czd como con 
C-Td se logró una disminución significativa del porcentaje de células infectadas 
(Fig. 26A, B, C). El hecho de que se hayan obtenido resultados similares entre los 
tratamiento con Cz y C-T y los tratamientos con Czd y C-Td es consistente con la 
presencia del epitope sulfatado en el C-T como se describió previamente (Barboza 
y col., 2005).  
Del conjunto de los resultados obtenidos relacionados con la invasión de los 
trypomastigotes de T. cruzi a cardiomiocitos podemos destacar que: i) El nivel de 
sulfatación de los parásitos influye en su habilidad de infectar este tipo de 
células, ya que la inhibición de esta vía mediante clorato de sodio va en 
detrimento de la capacidad de infección; ii) los sulfatos de la Cz presentes en el C-
T participan en el proceso de invasión. Si bien los proteoglicanos sulfatados se 
encuentran implicados en el reconocimiento celular para varios patógenos 
humanos (Pancake y col., 1992; Ortega-Barria y Boothroyd, 1999; Carruthers y 
col., 2002; Fleckenstein y col., 2002) inclusive T. cruzi (Herrera y col., 1994; 
Oliveira y col., 2008; Bambino-Medeiros y col., 2011)este es a nuestro entender el 
primer informe sobre la participación de los motivos sulfatados del parásito y de 
la Cz como glicoproteína sulfatada en el proceso de infección. 
Por otro lado, hay antecedentes que relacionan la participación de receptores de 
manosa en la invasión del parásito y que afirman que este receptor tiene la 
capacidad de unir tanto oligosacáridos sulfatados como no sulfatados (Liu y col., 
2001). Con el fin de verificar esta hipótesis, se realizó una pre-incubación de 
células HL-1 con anticuerpos monoclonales específicos para los dominios del 
receptor de manosa relacionados con la interacción de azúcares no sulfatados. 
Luego se procedió a infectar las células con trypomastigotes en iguales 
condiciones que el ensayo anterior. Como resultado del tratamiento con 
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anticuerpos, se observó un marcado descenso del porcentaje de células infectadas 
(Figura 26 A y D). Este resultado coincide  con lo descripto sobre la participación 
de este receptor en la internalización del parásito (Garrido y col., 2011; Soeiro y 
col., 1999).La Czd estaría actuando análogamente a los anticuerpos específicos 
para el receptor de manosa, los cuales presentan interacción con el receptor pero 
tienen una limitada capacidad para desencadenar las señales intracelulares 
implicadas en la internalización del parásito. Nuestros resultados permiten 
hipotetizar que las formas desulfatadas de la Cz, bloquean el sitio de unión de la 
Cz interfiriendo con el reciclado del receptor o la endocitosis mediada por el 
mismo dejando células menos susceptibles para ser infectadas (Garrido y col., 
2011; Soeiro y col., 1999). En este contexto, la participación de los glicoconjugados 
sulfatados de la Cz en la invasión de cardiomiocitos a través del receptor de 
manosa es muy factible.                    
A  
       Resultados y Discusión 1   
~ 99 ~ 
 
HMR
Control Anti-HMR 
0
50
100
150
200
**
Pre-tratamiento
In
fe
c
c
ió
n
  
(%
)
Cz vs Czd
Control Cz Czd
0
50
100
150
200 *
*
Pre-tratamiento
In
fe
c
c
ió
n
 (
%
)
C-T vs C-Td
Control C-T C-Td
0
50
100
150
200
*
Pre-tratamiento
In
fe
c
c
ió
n
 (
%
)
                      B                                                       C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
D 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Efectos de la Cz, derivados y anticuerpos anti -HMR sobre la 
infección de la línea cardíaca celular HL-1.  
A) Inmuno-Fluorescencias correspondientes a células HL-1 tratadas 2h previas a la 
infección y durante la infección con las siguientes glicoproteínas: C-T (2), Cz (3), C-Td (4), 
Czd (5) y anti-HMR (6). Las células HL-1 sin tratamiento se usaron de control (1). 
Revelado con anticuerpos de cabra anti-ratón Alexa Fluor 594. Aumento 200x. Escala: 
1cm-50 µm. (B, C y D) Gráficos de infecciones obtenidos a partir de las inmuno-
fluorescencias para cada pre-tratamiento. El porcentaje de infección fue calculado como 
100x número de células infectadas con tratamiento/número de células infectadas sin 
tratamiento. Para los gráficos B y C el Test estadístico utilizado fue el ANOVA de un 
factor y para el D, el Test de Student *p<0.05; *p<0.01. Gráficos en Graphpad Prism. 
Cabe  destacar que la presencia del receptor de manosa en la línea HL-1 
fue corroborada por inmunofluorescencia directa (Fig. 27). 
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Figura 27. Control de la presencia de HMR en la línea cardíaca celular HL-1  
Resultado de inmuno-fluorescencia directa sobre células HL1 revelados mediante el uso 
de anticuerpos anti-ratón acoplados a FITC. A) Control positivo incubado con 
anticuerpos monoclonales específicos para el receptor de manosa seguido de una segunda 
incubación con una mezcla de anticuerpos de ratón anti-conejo y anti-ratón FITC pre-
incubada con anterioridad. B) Control negativo incubado únicamente con la mezcla de 
anticuerpos ratón anti- conejo y anti-ratón FITC.  
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2.1.8. Modelo de Infección de miocardiocitos del hospedador por 
trypomastigotes de T. cruzi vía receptor de manosa.  
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Figura 28. Esquema del modelo de infección de cardiomiocitos del hospedador por 
trypomastigotes de T. cruzi vía receptor de manosa. 
El esquema muestra: I- la interacción descripta entre Cz y el receptor de manosa 
(Garrido y col., 2011), II- la vía de internalización propuesta para este receptor (Soeiro y 
col., 1999) y III- La detección de amastigotes por inmunofluorescencia directa sobre las 
células infectadas. Nuestros resultados proponen que existe una participación de los 
sulfatos de la Cz en la infección a través de la interacción de estos epitopes con el 
dominio CR del receptor (Liu y col., 2000).  
A partir de los resultados expuestos en los ensayos de infección de la  
sección 2.2.7 de resultados, proponemos un modelo de infección involucrando la 
interacción entre la Cz liberada al medio por los trypomastigotes de T. cruzi y el 
receptor de manosa expresado en los miocardiocitos del hospedador.  
El receptor de Manosa contiene un dominio rico en cisteína de unión a 
azúcares sulfatados (CR),  un dominio de fibronectina tipo II (FNII), y dominios 
de reconocimiento de carbohidratos (CDRs)  (Martinez-Pomares y col., 2001). (Cz) 
Cruzipaina, (C-T) dominio C-terminal de la Cz, (SO4) sulfatación de la N-acetil 
hexosamina presente en la N-glicosilacion del C-T de la Cz. 
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Parte 2:  
2.2. Siglecs, Sulfatos e Inmunomodulación en T. cruzi 
Las Siglecs reconocen fundamentalmente estructuras que contengan ácido 
siálico, y aunque la interacción entre las Siglecs y T. cruzi fue demostrada, poco 
se conoce acerca de los factores que regulan dicho reconocimiento. Si bien el nivel 
de sialidación del parásito es determinante en esta interacción, recientes 
descubrimientos hacen hincapié en que otras modificaciones deberían contribuir 
para que ocurra el cambio de interacción de Cis a Trans de las siglecs con sus 
ligandos (Redelinghuys y col., 2011). 
Esta parte del trabajo de Tesis tiene como objetivo dilucidar si la 
sulfatación es uno de los factores que contribuyen en el reconocimiento del 
parásito por medio de esta lectina. Como modelo de siglec se usó la Siglec-E 
murina, ortóloga de la Siglec-9 humana. Para poder reconocer fácilmente la 
marca generada por Siglec-E mediante anticuerpos conjugados comerciales, se 
utilizó en todos los ensayos una proteína de fusión Siglec-E-Fc. La secuencia 
genética codificante para esta proteína se obtuvo a partir de un plásmido 
pcDNA3.1+ cedido por el laboratorio de Thomas Jacobs (Departamento de 
Inmunología, Bernhard Notch Institute for Tropical Medicine, Hamburg, 
Germany). Mediante técnicas de clonado y PCR se aisló la secuencia codificante y 
se ligó a un plásmido LeGO Ic2 el cual posee las características necesarias para 
expresar genes en células eucariotas además de una proteína de marcación de las 
células transfectadas denominada “mCherry”. Con este plásmido primero se 
transformaron bacterias E.coli top 10 con el fin de expandir el mismo y luego de 
la correspondiente purificación de ADN plasmídico se transfectaron células CHO 
por electroporación. Del sobrenadante de dichas células se purificó la proteína de 
fusión Siglec-E-Fc. El Fc (Fragmento cristalizable) fusionado corresponde al Fc de 
la IgG1 humana. La Cz, fue utilizada como modelo de proteína sulfatada. 
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2.2.1. Localización de los ligandos de las Siglecs en el parásito y reconocimiento 
de  las proteínas de membrana y de las fracciones subcelulares de Tul 2 por 
Siglec-E 
Antes de evaluar la participación de los sulfatos en la interacción con esta 
lectina, llevamos a cabo la localización de los ligandos de Siglec-E en el parásito. 
Para ello, se obtuvieron fracciones subcelulares a partir de un cultivo axénico de 
epimastigotes de la cepa Tul 2 de T. cruzi. Luego de la ruptura de los parásitos 
con carburo de silicio, se separaron las siguientes fracciones por centrifugación 
diferencial: Gránulos Grandes (GG) y Gránulos Pequeños (GP) formados por 
vesículas mitocondriales, lisosomas y glicosomas en diferente proporción 
(Duschak y Cazzulo, 1991); Nuclear (N); Citosólica o Soluble (S); y Microsomal 
(M) que contiene principalmente retículo endoplasmático y membrana 
plasmática. Posteriormente, se evaluó el reconocimiento de Siglec-E por las  
diferentes fracciones subcelulares mediante ensayos de ELISA, en los cuales 
dichas fracciones constituyeron la fase inmóvil. Se determinó el enriquecimiento 
de las fracciones subcelulares en organelas o partes de la célula específicas 
mediante la comparación de los niveles enzimáticos de marcadores específicos. 
De todas las fracciones examinadas, la única que poseía ligandos para 
Siglec-E fue la fracción microsomal (Fig. 29 A). Este resultado fue revalidado en 
un ensayo similar en el cual la fracción microsomal fue reconocida por la lectina 
Mal II (Maackia Amurensis Lectin II), a diferencia del resto de las fracciones que 
no mostraron reconocimiento (Fig. 29 B). Mal II tiene una reconocida afinidad por 
ácido siálico y es frecuentemente utilizada para la detección del mismo, 
especialmente en su unión α2,3 (Kim y col., 2014). Ensayos de ELISA posteriores 
realizados a partir de glicoesfingolípidos sulfatados y neutros de epimastigotes de 
Tul 2 con Mal II y Siglec-E, descartaron que estas macromoléculas contribuyeran 
al reconocimiento de la fracción microsomal por ambas lectinas. Este resultado 
que realizamos a modo de control está de acuerdo con el hecho de que el ácido 
siálico no está presente en los en glicoesfingolípidos o sufátidos de T. cruzi. 
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Finalmente, dado que no fue factible hacer extensiva las separación 
subcelular  a los trypomastigotes, se realizaron ensayos de ELISA a partir de 
extracciones de proteínas de membrana tanto en epimastigotes como en 
trypomastigotes de la cepa Tul 2 para determinar si efectivamente éstas eran las 
responsables de la interacción con ambas lectinas que se observó con la fracción 
microsomal (Fig. 29 C). 
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Figura 29. Reconocimiento de  las proteínas de membrana y  de las fracciones 
subcelulares de Tul 2 por Siglec-E 
A-El gráfico representa los resultados obtenidos en ensayos de ELISA del reconocimiento 
de Siglec-E-Fc de las proteínas de las diferentes fracciones sub-celulares de 
epimastigotes de la cepa Tul 2 usando cantidades crecientes (0,5; 1 y 2 µg) de proteína. 
Como agente bloqueante y control negativo se usó BSA. Los resultados de Abs405nm de 
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este control fueron debidamente restados de las Abs medidas en todas las muestras. 
Fracciones: Nuclear (N), Microsomal (M), Gránulos pequeños (GP), Gránulos grandes 
(GG) y soluble (S). Análisis estadístico ANOVA de un factor. ***p<0,001. B-1 µg de cada 
una de las fracciones utilizadas en la figura 15 A, fue sometido a ensayos de ELISA para 
evaluar el contenido de ácido siálico mediante el uso de la lectina Mal II, la cual es ávida 
por el reconocimiento de estas moléculas en unión α-2,3. C-Evaluación del 
reconocimiento de ambas lectinas: Siglec-E-Fc y Mal II. El grafico muestra los resultados 
obtenidos en ensayos de ELISA realizados a partir de muestras de proteínas de 
membrana de trypomastigotes de la cepa Tul 2 extraídas  a partir de 1x106 parásitos 
usando Triton X-100.  En todos los casos los ensayos de ELISA fueron realizados por 
triplicado. Gráficos realizados en software Graphpad Prism 
El hecho de que solo se encuentren cantidades significativas de ácido 
siálico mediante el reconocimiento con Mal II y ligandos de Siglecs en la fracción 
microsomal y no en el resto de las fracciones subcelulares, confirma, que estos 
azúcares cumplen un rol específico en la interacción con moléculas del 
hospedador definitivo del parásito. Los resultados expuestos en la sección 2.2.1 
acorde a lo demostrado por Erdmann en 2009 (Erdmann y col., 2009) sugieren 
que el parásito dirige específicamente los ligandos de Siglecs, exponiéndolos para 
interaccionar con estas lectinas en su hospedador, con el fin de regular la 
respuesta inmunológica. Concretamente estos ligandos estarían situados 
únicamente en las glicoproteínas del parásito.  
2.2.2 Unión de la Cz de membrana a Siglec-E-Fc 
Una vez ubicados los ligandos de Siglecs en el parásito propiamente dicho, 
se decidió buscar ligandos en el material que este libera al medio. Para llevar a 
cabo dicho estudio se utilizó sobrenadante de trypomastigotes metacíclicos de la 
cepa CL Brener obtenidos por generación espontánea (Duschak y col., 2006), por 
ser esta cepa la que presentaba mejor diferenciación y ser representativa de la 
expresión de todos los genes del proyecto genoma de T. cruzi (El Sayed, y col., 
1995). Se realizó una cromatografía de afinidad a Siglec-E-Fc. Para ello, se le 
acopló Siglec-E-Fc como ligando a una columna de Sefarosa 4B activada con 
bromuro de cianógeno. El sobrenadante obtenido a partir de los trypomastigotes 
metacíclicos se pasó por la columna, se lavó y eluyó acorde a lo descripto en 
materiales y métodos. El material de elución de la columna se analizó mediante 
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una electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante evidenciando las 
bandas correspondientes a las proteínas liberadas al medio por los 
trypomastigotes, que contienen estructuras de unión a Siglec-E. Estas bandas 
proteicas se ubicaron en el rango de PM aparente de 50-70 kDa., valores 
correspondientes a las isoformas crossreactivas con Cz en ese estadío parasitario 
(Duschak y col., 2006). Cabe recordar que estas estructuras deben contener ácido 
siálico. La presencia de Cz en el eluído de la columna de Siglec-E-Fc se pudo 
confirmar mediante la técnica de western blot utilizando anticuerpos policlonales 
de conejo específicos contra esta proteína. Destacamos que el hecho de que la 
muestra fuera sobrenadante de trypomastigotes permite confirmar que las 
isoformas de Cz de membrana son capaces de unirse a Siglec-E. (Fig. 30).Este 
resultado indica que las potenciales isoformas de Cz de membrana al igual que la 
lisosomal en epimastigotes se encuentran sialidadas. Teniendo en cuenta que el 
peso molecular aparente de las bandas a través del análisis de la electroforesis 
supera los 50 kDa, no se puede descartar el hecho de que algunas de ellas 
pudieran ser parte de la familia de mucinas TcMUC las cuales contienen también 
ácido siálico y conforman gran parte de las proteínas de membrana de los 
trypomastigotes (Buscaglia y col., 2004). 
 
Figura 30. Purificación de isoformas de Cz de membrana por cromatografía de 
afinidad a Siglec-E-Fc-Sefarosa.  
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A- SDS-PAGE 10 % en condiciones desnaturalizantes 1-Sobrenadante de 
trypomastigotes metacíclicos de la cepa CL Brener obtenidos por diferenciación 
espontanea. 2- Percolado de la cromatografía de afinidad entre el sobrenadante y la 
columna de Siglec-E Sefarosa. 3- Eluído de la columna de Siglec-E. 4- Cz control 
purificada a partir de epimastigotes de la cepa Tul 2 acorde a lo descripto en materiales 
y métodos B- Western blot revelado con  suero policlonal de conejo anti-Cz realizado con 
muestras obtenidas a partir de la cromatografía de afinidad con sobrenadante de 
trypomastigotes metacíclicos de CL brener obtenidos por diferenciación espontanea (1);  
Percolado de la columna (2); Eluido de la columna (3); Cz (4). 
 
Es necesario mencionar que el control de Cz utilizado en este ensayo 
proviene de una purificación parcial en Mono-Q a partir de epimastigotes. Esto se 
evidencia como dos bandas en la tinción de plata (Fig. 30 A) donde la superior 
corresponde a la Serina Carboxipeptidasa (SCP) y la inferior a Cz como señala el 
Western blot (Fig. 30 B). En trypomastigotes metacíclicos, a diferencia de 
epimastigotes, utilizando estas condiciones de corrida electroforética se pueden 
distinguir tres bandas crossreactivas con Cz mediante la técnica de western blot 
(Duschack y col., 2006). En nuestro resultado solo pudimos evidenciar dos de 
ellas. 
2.2.3 Participación de los sulfatos de la Cz en la interacción de Siglec-E 
Para poder analizar la participación de los sulfatos en la interacción entre 
Cz y Siglec-E fue primordial verificar que efectivamente Siglec-E y Mal II 
reconocen los mismos epitopes de manera de poder establecer a Mal II como 
control de las técnicas siguientes. Para tal fin, se realizaron ensayos de 
competencia en citometría de flujo con trypomastigotes de T. cruzi, cepa Tul 2, los 
cuales fueron incubados con Siglec-E-Fc o con Mal II, por separado, o con Siglec-E 
seguido de Mal II (Fig. 31). 
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Figura. 31 Ensayo de competencia por ligandos de superficie de 
trypomastigotes de la cepa Tul 2 entre Siglec-E y Mal-II.  
A y B. Histogramas de citometrías de flujo mostrando parásitos fijados y teñidos con las 
lectinas Siglec-E (Siglec), Mal II (mal) o con Siglec-E seguido de Mal II (sig/mal). Las 
lectinas fueron reveladas usando anticuerpos específicos acoplados a aloficocianina 
(APC) para el caso de Mal II y ficoeritrina para Siglec-E. Al reconocimiento obtenido a 
partir de los parásitos incubados con los anticuerpos de detección específicos para el Fc 
humano se lo denominó Control. La unión de Mal II a los parásitos fue detectada en el 
canal Fl-4 útil para medir la presencia de aloficocianina (APC) (A) y la unión de Siglec-E 
fue detectada midiendo la presencia de Ficoeritrina (PE) en el canal Fl-2 (B). 
Los datos del ensayo de competencia realizados mediante citometría de 
flujo mostraron que el reconocimiento de Siglec-E-Fc por su ligando, decrece 
luego de agregar Mal II (sig/mal), respecto del reconocimiento de Siglec-E-Fc en 
los parásitos incubados solamente con esta lectina (Siglec) (Fig. 31 B). Por otro 
lado, el reconocimiento de Mal II se mantuvo constante cuando los parásitos 
fueron preincubados con Siglec-E-Fc (sig/mal), es decir que la intensidad del 
reconocimiento por los parásitos resultó semejante a la observada en ausencia de 
pre-incubación con Siglec-E-Fc (Mal II) (Fig. 31 A). En conjunto, estos resultados 
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señalaron que ambas lectinas compiten por el mismo ligando y que Mal II 
presenta una mayor afinidad por el ligando en cuestión. Por otro lado, es 
importante notar que existe un reconocimiento residual de Siglec-E-Fc tras el 
agregado de Mal II reflejado en la figura 17 B.  Teniendo en cuenta la teoría, esto 
podría deberse a que las Siglecs además de reconocer ácido siálico unido en α-2,3 
pueden reconocerlo en α-2,6 o α-2,8, lo cual no es característico de la lectina Mal 
II, que solo presenta reconocimiento por su ligando en α-2,3 (Kimy col.,2014; 
Crocker y col., 2007).  Una vez establecido Mal II como control de nivel de 
sialidación, se procedió a evaluar la participación de los sulfatos de la Cz en la 
unión de esta glicoproteína a Siglec-E-Fc. De esta manera, los cambios en los 
niveles de ácido siálico se verían reflejados en el reconocimiento de ambas 
lectinas, y los cambios en el nivel de sulfatación se deberían ver reflejados solo en 
el reconocimiento de Siglec-E ya que Mal II no presenta interacción por este tipo 
de modificaciones. 
Tanto Cz como su dominio C-terminal (C-T) fueron utilizados para realizar 
ELISAs con el fin de evaluar el reconocimiento de Siglec-E por estas moléculas. 
Para establecer una comparación, se utilizaron también Czd y C-Td obtenidas 
luego de un proceso de desulfatación química. Este tipo de desulfatación 
involucra una incubación a 100 °C, resultando inevitable la desnaturalización de 
las muestras. Como consecuencia de esta desnaturalización, las glicosilaciones 
presentes en las proteínas sometidas a dicho proceso pueden presentar mayor 
exposición. Por lo tanto, para evaluar las consecuencias  de este efecto, se sometió 
a la Cz a tratamientos de desnaturalización parcial (CzP*) y se comparó su 
capacidad de unir Mal II con la de la proteína en estado nativo y con la sometida 
al proceso de desulfatación química mediante ELISA (Fig. 32 A).Los resultados 
obtenidos indicaron que el efecto de la desnaturalización aumentó la unión a la 
lectina, probablemente por el aumento en la  exposición del ácido siálico. A pesar 
de intensificar los procesos de desnaturalización, el valor de la media de unión de 
la Czd por la lectina se mantuvo levemente mayor a la de la Cz desnaturalizada 
(Cz*) sin resultar significativas. Lo mismo sucedió para el caso de C-T y C-Td 
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(Fig. 32 B). Por este motivo, las medias obtenidas para Czd y C-Td fueron 
consideradas como 100 % de exposición y utilizadas para corregir el valor de 
unión a Siglec-E de Cz* y C-T*, respectivamente, en relación a esta exposición 
(Fig. 32 C). Es importante aclarar que el C-T no modificó significativamente su 
afinidad por Mal II luego del tratamiento de desnaturalización (C-T*). Los 
resultados reflejan claramente una contribución de los sulfatos en la unión de la 
lectina Siglec-E a la Cz y al C-T. Además, el hecho de que la Cz* una más Siglec 
que el C-T indica que los ligandos para esta lectina no solo se encuentran en el 
dominio C-T de la molécula de Cz. 
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Figura 32. Contribución de los grupos sulfato presentes en la N-Glicosilación 
del dominio C-T de la Cz en la interacción con Siglec-E-Fc. 
Los gráficos representan ELISAs realizados para medir el reconocimiento de Mal II por 
A) Cz nativa, Cz desnaturalizada parcialmente (CzP*) y cruzipaina desulfatada 
químicamente (Czd). B) Cruzipaina desnaturalizada (Cz*), Cz desulfatada (Czd), C-T 
desnaturalizado (C-T*) y C-T desulfatado (C-Td). Los valores obtenidos en estos ensayos 
fueron utilizados para corregir los resultados obtenidos en los ELISAs contra Siglec-E 
acorde a la exposición de ácido siálico para cada molécula. C) Relación entre el 
reconocimiento de Mal II (exposición de ácido siálico) y reconocimiento de Siglec-E-Fc 
por: Cz*, Czd, C-T* y C-Td. A partir de los valores de reconocimiento de Mal II hacia Czd 
y C-Td obtenidos en el gráfico 18 B, considerados como 100 % de exposición de ligandos, 
se relativizaron los reconocimientos de Siglec-E a Cz* y C-T* respectivamente. El 
análisis estadístico fue realizado mediante test de ANOVA donde *p<0,05; **p<0,01 y 
***p<0,001. Gráficos realizados en software Graphpad Prism 
Con el objetivo de confirmar la participación de los sulfatos en la 
interacción de la Siglec-E por sus ligandos en la Cz se realizó un ensayo de 
competencia en placa de ELISA para el cual la fase estacionaria estaba 
compuesta de 1 µg de Czd únicamente. Las placas sensibilizadas con 1 µg de Czd 
fueron sometidas a la incubación con diferentes concentraciones de Cz y una 
concentración constante de Siglec-E. Una completa inhibición de la señal 
producto de la interacción entre Siglec-E-Fc y Czd se logró al agregar 1 µg de Cz 
en competencia. Si tenemos en cuenta que al agregar 0,5 µg de Cz hay en 
competencia 1,5 µg de proteína en total, podríamos predecir que en caso de no 
haber diferencia entre las especies en competencia los 0,5 µg de Cz 
representarían el 33 % de la interacción con Siglec-E. Sin embargo, dado que la 
inhibición sobre el reconocimiento de la Czd fue del 80 %, podemos estimar que la 
presencia del sulfato en la Cz estaría incrementando la afinidad en un 250 %. Sin 
embargo, esta aproximación debería ser corroborada por ensayos de Resonancia 
Plasmónica de Superficie (BIACORE) (Fig. 33 A). El mismo ensayo de 
competencia se realizó utilizando Cz en la fase estacionaria en lugar de Czd e 
incubando a las placas sensibilizadas con concentraciones constantes de Siglec-E-
Fc y diferentes concentraciones de Czd (0,1; 0,5 y 1µg) para corroborar lo 
observado en el primer ensayo. De los datos de este segundo ensayo obtuvimos un 
máximo de inhibición de alrededor del 25% de la señal para la competencia con 
1µg de Czd (no se muestra). Este resultado confirmó la contribución de los 
epitopes sulfatados en la interacción de Cz con Siglec-E. Paralelamente se realizó 
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un segundo ELISA de competencia en el cual la fase estacionaria estaba 
compuesta por la fracción microsomal utilizada en los ensayos correspondientes a 
la sección 2.2.1. A esta fase se la sometió a una competencia con Siglec-E y Cz o 
Czd en diversas cantidades (0, 1 y 2 µg) manteniendo fija la concentración de 
Siglec-E (Figura 33 B). El control de interacción entre la fracción microsomal y la 
Siglec-E corresponde a la señal obtenida en ausencia de Cz o Czd (0 µg). Si bien 
ningún efecto pudo ser observado en presencia de 1 µg de Cz o Czd como 
competidores en comparación con el control, un llamativo aumento en la 
interacción de siglec-E por la fracción microsomal se observó en presencia de 2 µg 
de Czd como competidor. Cabe mencionar que este efecto no fue observado cuando 
se utilizaron 2 µg de Cz. 
A 
 
 
 
 
 
 
B 
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Figura 33. ELISA de competencia por Siglec-E entre Czd y Cz. 
Los gráficos representan los resultados obtenidos en los ELISA de competencia para los 
cuales se usó A-1 µg de Czd o B-1µg de fracción microsomal, como antígeno para 
sensibilizar las placas. Posteriormente, las placas sensibilizadas y bloqueadas fueron 
incubadas con cantidades crecientes de A-Cz (0,1; 0,5 y 1 µg) o B-Cz o Czd (0, 1 y 2 µg) y 
con cantidades constantes de Siglec-E-Fc. El revelado fue realizado con anticuerpos anti-
Fc humano acoplado a HRP. El análisis estadístico fue realizado mediante test de 
ANOVA donde *p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001 y el post test fue Dunnett. Gráficos 
realizados en software Graphpad Prism 
 
En conjunto los resultados expuestos en las secciones 2.2.2 y 2.2.3 
muestran que la Cz secretada por los trypomastigotes metacíclicos al igual que la  
Cz lisosomal de epimastigotes (Barboza y col., 2003), contienen ácido siálico, ya 
que es reconocida por Siglec-E. Además de la contribución del ácido siálico, los 
resultados obtenidos por ELISA directo y de competencia coinciden en que la 
sulfatación de esta enzima, modificación que estaría presente en los tres estadíos 
del parásito (Ferrero y col., 2014) podría tener un rol aumentando la afinidad de 
la Siglec-E por los oligosacáridos de la Cz de manera determinante. La figura 
19b, aporta un enfoque sobre la participación que podrían tener los sulfatos en el 
contexto proteico en el cual interactúan siglec-E con sus ligandos. Teniendo en 
cuenta que la fracción microsomal contiene Cz en su estado nativo, es esperable 
que la competencia con Cz no modifique sustancialmente la interacción entre esta 
fracción y la lectina. Sin embargo, el exceso de Cz desulfatada frente a los 
ligandos expuestos en la fracción microsomal aumentó significativamente la 
interacción entre estos ligandos y Siglec-E la cual parecería estar afectada por el 
nivel de sulfatación del entorno. En conjunto, los resultados de las secciones 2.2.2 
y 2.2.3, indican que la Cz estaría contribuyendo a la interacción entre el parásito 
y Siglec-E, a través del ácido siálico y el grupo sulfato el cual incrementa 
significativamente la interacción. Ambas estructuras, presentes en la Cz podrían 
tener como finalidad, lograr una inmuno-modulación de la respuesta hacia el 
patógeno. 
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2.2.4. Participación de los sulfatos presentes en las moléculas de los 
trypomastigotes en la interacción con Siglec-E. 
Después de corroborar que los sulfatos de la Cz contribuyen 
significativamente a la unión de Siglec-E con su ligando, resultó importante 
evaluar si esta contribución sustancial de los sulfatos se mantenía frente al 
reconocimiento de esta lectina por la superficie del parásito. Para tal fin, se volvió 
a utilizar clorato de sodio a diferentes concentraciones (0, 10, 20 y 40 mM) y en 
presencia de este inhibidor, se crecieron trypomastigotes de la cepa Tul 2 de T. 
cruzi mediante la infección de células Hg39. 
La unión de los parásitos derivados del tratamiento con las diferentes 
concentraciones de clorato a Siglec-E-Fc, se evaluó mediante citometría de flujo. 
Para descartar que las posibles diferencias se pudieran deber a  variaciones en el 
nivel de ácido siálico expuesto por el parásito producidas por el uso del clorato de 
sodio, se realizaron los controles pertinentes utilizando la lectina Mal II.  Cabe 
mencionar que en este ensayo no solo se evalúa la participación de los sulfatos de 
la Cz si no que se también se tiene en cuenta la participación de cualquier otro 
potencial  epitope sulfatado presente en los trypomastigotes que estén expuestos 
a nivel de membrana plasmática. Mientras que el nivel de ácido siálico en los 
parásitos, reflejado por la unión de Mal II, se mantuvo constante (Fig. 34 E, F, G, 
H;  Fig. 34 II), la interacción de Siglec-E-Fc por los mismos descendió 
concomitante con el aumento de la concentración de clorato de sodio (Fig. 34 A, B, 
C, D-  Fig.  34 I).  
Los datos obtenidos al igual que lo observado  a partir de la inhibición de la 
vía de sulfatación utilizando clorato de sodio, sostienen firmemente que los 
sulfatos contribuyen incrementando la interacción entre Siglec-E y los 
trypomastigotes de Tul 2. Antígenos como la Cz, estarían participando de este 
reconocimiento cuyo fin es modular la respuesta inmunológica, principalmente 
inflamatoria, acorde a los resultados expuestos por Erdmann en 2009 donde se 
reporta que la interacción de Siglec-E con un anticuerpo específico contra esta 
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lectina, disminuye la expresión de interleucina 12 (IL-12) en células dendríticas 
activadas y el nivel de INFγ en células T (Erdmann y col., 2009). 
I .Unión a Siglec 
A                               B                                   C                            D 
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Figura 34. Participación de los sulfatos presentes en moléculas de 
trypomastigotes en su interacción con Siglec-E. 
Resultados de citometría de flujo que reflejan la unión de Siglec-E (A, B, C, D, I) y Mal II 
(E, F, G, H, II) a trypomastigotes de T. cruzi,  cepa Tul 2, tratados con clorato de sodio. A 
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y E corresponden a los controles sin tratar para Siglec-E y Mal II respectivamente. B y F 
corresponden al  tratamiento con 10 mM. C y G al tratamiento con 20 mM, y D y H al 
tratamiento con 40 mM. Los eventos positivos obtenidos en los dotplots fueron reflejados 
en los gráficos de barra I y II, donde I corresponde a los resultados de Siglec-E y II a los 
de Mal II.  El revelado fue realizado con anticuerpos anti-Fc humano acoplado a HRP. El 
análisis estadístico fue realizado mediante test de ANOVA donde *p<0,05; **p<0,01 y 
***p<0,001 y el post test fue Dunnett. Gráficos realizados en software Graphpad Prism. 
Teniendo en cuenta que el nivel de afinidad entre las Siglecs y sus ligandos 
determina el cambio de interacción de cis a trans y que a su vez, es este cambio es 
el que promueve una señalización efectiva mediante los dominios ITIM de estas 
lectinas (Crocker y col., 2007). Sumado a las evidencias que muestran que la 
sobre expresión de ácido siálico no sería suficiente para determinar este cambio 
de interacción, el cual conduce a la anergia de células del sistema inmune innato 
(Redelinghuys y col., 2011), nuestros resultados sugieren que los sulfatos podrían 
ser los desencadenantes del cambio en el tipo de interacción. Este efecto 
ocasionaría un detrimento en la activación y/o proliferación de las células del 
sistema inmune encargadas de atacar al parásito.  
Nuestro grupo ha reportado previamente que los sulfatos presentes en la 
N-Glicosilación del dominio C-T de la Cz, son blanco de una respuesta humoral 
específica en ratones (Acosta y col., 2008). Por otro lado, pacientes con 
enfermedad de Chagas también desarrollan una respuesta IgG2 específica contra 
estos epitopes, presentes en diferentes glicoconjugados del parásito,  la cual se 
correlaciona inversamente con la severidad de la patología crónica ocasionada por 
la infección (Acosta y col., 2008, 2012). Los resultados obtenidos con Siglec-E 
respecto del nivel de sulfatación del parásito y particularmente de la Cz en este 
trabajo, son para nuestro grupo una evidencia más de la contribución de los 
sulfatos en la inmuno-modulación de la respuesta del hospedador contra la 
infección por T. cruzi. 
Sabemos que la Cz, cisteína proteinasa de T. cruzi implicada en diversos 
procesos metabólicos del parásito, desde los cambios de estadíos hasta la invasión 
de las células del hospedador, contiene un dominio C-T para el cual no hay 
descripta hasta hoy en día una función específica. Sin embargo, diferentes 
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investigaciones apuntan a la importancia de este dominio, inmuno-dominante en 
esta glicoproteína, el cual logra desviar la respuesta humoral del hospedador 
protegiendo al dominio catalítico de la enzima y en consecuencia su actividad 
enzimática. A partir de la importancia que adquiere este dominio y de la 
incapacidad de obtener un cristal de la molécula entera que lo incluya, nuestro 
grupo se dedicó a caracterizar las glicosilaciones presentes en el mismo. Como 
resultado, describimos por primera vez de manera completa una O-Glicosilación y 
una N-glicosilación situadas en el C-T de Cz. La primera glicosilación, constituida 
por un residuo de N-Acetil Glucosamina, constituyó un epitope común con la 
miosina, el cual estaría implicado en la reactividad cruzada que existe entre 
ambas proteínas. La segunda glicosilación, mucho más compleja que la primera, 
está compuesta por dos N-acetil hexosaminas, a partir de las cuales se extiende 
una ramificación de alta manosa que presenta diversas sustituciones con residuos 
como ácido siálico y fucosa.  El grupo de trabajo describió por primera vez la 
presencia de grupos sulfato en una glicoproteína de Trypanosomátidos. 
Particularmente, localizados  en una de las N-Acetil hexosaminas de los 
oligosacáridos de tipo de alta manosa unidos a la Asn 255 del dominio C-T de la 
Cz. Teniendo en cuenta la importancia que representa el dominio C-T en la 
respuesta inmune, nuestro grupo se enfocó en determinar si la sulfatación 
participaba en la antigenicidad del dominio y en qué medida. Los primeros 
resultados obtenidos indicaron que el sulfato presente en la N-Glicosilación del C-
T era comprendido como un epitope singular en la respuesta inmunológica, 
reconocido exclusivamente por un subconjunto de anticuerpos de tipo IgG2b en 
ratones. Paralelamente determinamos que este epitope podría tener implicancias 
en el daño del tejido cardíaco característico en la enfermedad de Chagas, ya que 
su presencia generaba alteraciones estructurales en este tejido en ratones 
inmunizados con Cz y con C-T. Además, se determinó también que existe una 
respuesta humoral específica de IgG2 para este epitope en  seres humanos 
infectados por T. cruzi y que esta respuesta disminuye a medida que aumenta la 
severidad y el grado de compromiso cardíaco en la enfermedad en su estadío 
crónico. Por otro lado, se pudo demostrar también, entre diferentes estructuras 
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sintéticas aniónicas estudiadas, que el epitope sulfatado N-acetil d-glucosamina-
6-sulfato fue el que mostró el mejor reconocimiento por los sueros de pacientes 
con enfermedad de Chagas, siendo esta la estructura sulfatada expuesta en la Cz 
natural. Finalmente, se demostró también que este epitope era el motivo 
responsable de reactividad cruzada  entre los sulfátidos del parásito y la Cz.  
En este contexto, el presente trabajo intentó no solo profundizar el análisis 
sobre el impacto de la sulfatación presente en la molécula de Cz durante la 
infección por T. cruzi, proponiendo la participación de los sulfatos de la Cz en la 
infección posiblemente a través de la interacción de estos epitopes con el dominio 
rico en cisteína de unión a azúcares sulfatados (CR) del receptor  de manosa, sino 
también describir la vía de sulfatación y lograr un enfoque más general acerca de 
la importancia de esta vía en el metabolismo del parásito y en la enfermedad de 
Chagas. En conjunto nuestros resultados sostienen que la sulfatación tendría un 
rol tanto en la estructura y el metabolismo del parásito, como en el proceso de 
invasión celular, y sugieren que las glicoproteínas silalidadas del parásito, que 
contienen grupos sulfatos como la Cz, interaccionan con Siglec-E, lectina ortóloga 
de la Siglec-9 humana, modulando la respuesta inmune del hospedador, 
favoreciendo la parasitemia y la persistencia del parásito. 
Los datos presentados reivindican la importancia del proceso de 
sulfatación en el parásito y lo exponen como un posible blanco terapéutico. El 
hecho de que exista en la secuencia genómica de T. cruzi un gen codificante para 
la proteína PAPS reductasa, enzima clave en la síntesis de esta molécula, en 
conjunto con los resultados obtenidos en este trabajo, logran consolidar la noción 
de que la sulfatación en T. cruzi ocurre mediante un mecanismo que utiliza a 
PAPS como molécula dadora y requiere de una sulfotransferasa (ST). Si bien en 
el genoma de T. cruzi no pudimos evidenciar una secuencia homóloga a las STs 
descriptas en mamífero o incluso en protistas como Dictyostelium discoideum, es 
importante destacar que estas transferasas no presentan gran homología de 
secuencia, excepto por sus dos sitios de unión a PAPS, los cuales están 
conservados en gran parte de las mismas. Considerando indispensable la 
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existencia de una ST en el parásito ya que este utilizaría PAPS para llevar a cabo 
la sulfatación y teniendo en cuenta la ausencia de secuencias genómicas que 
podamos identificar como tales, incluso de sitios de unión a PAPS ordenados en 
una misma secuencia génica, creemos firmemente que esta vía es un potencial 
blanco terapéutico a tener en cuenta. 
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Conclusiones obtenidas en la parte “I” de este trabajo de tesis:  
 
 Tanto la Cz como los de sulfátidos en T. cruzi requieren para ser 
sulfatados, de una vía de sulfatación dependiente de 3'- fosfoadenosina-5' 
fosfosulfato (PAPS). Esta molécula es ampliamente reconocida como 
dadora de grupos sulfatos en las reacciones de sulfatación catalizadas por 
sulfotransferasas específicas.  
 La inhibición de la sulfatación en las formas epimastigotes del parásito 
tiene un impacto estructural y metabólico marcado a partir de 
concentraciones superiores a 50 mM de clorato de sodio.  
 Los epitopes sulfatados se encuentran expuestos en la superficie de  los 
trypomastigotes. 
 Estos epitopes sulfatados participan en el proceso de invasión del parásito. 
 Los sulfatos presentes en la Cz están implicados en el proceso de invasión 
del parásito.  
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Conclusiones obtenidas en la parte “II” de este trabajo de tesis: 
 
 Los ligandos de Siglecs están preferentemente localizados en glicoproteínas 
expuestas en la membrana plasmática del parásito o liberadas al medio.  
 Tanto la Cz lisosomal de epimastigotes como la Cz liberada al medio por 
trypomastigotes metacíclicos contienen estructuras que sirven como 
ligandos para Siglec-E. 
 Los sulfatos de la Cz promueven la interacción entre esta glicoproteína y 
Siglec-E . 
 El reconocimiento de Siglec-E por los trypomastigotes de T. cruzi, se ve 
aumentado de acuerdo al nivel de sulfatación expuesto por el 
microorganismo. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
4.Materiales y Métodos 
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Parte I 
Cultivo y cosecha de parásitos  
Los epimastigotes de T. cruzi, cepa Tulahuén, stock 2 fueron cultivados en 
caldo liquido monofásico BHT (BrainHeartTriptose) suplementado con 10 % SFB 
(suero fetal bovino de la marca Notocor inactivado a 56ºC durante 35 minutos) y 
penicilina y estreptomicina (100 U/ml). Se cultivaron a 27 ºC en oscuridad, con 
ambiente húmedo y en agitación continua a 100 rpm. La cosecha se realizó por 
centrifugación a 8000 rpm durante 12 minutos en una centrifuga Sorvall (usando 
los rotores GSA y SS34) y a una temperatura de 10 ºC. Finalmente, se lavó 2 
veces con PBS 1X y se guardó el pellet a -20 ºC.  
BHT: se preparó con Infusión cerebro-corazón 33 g/l, Triptosa 3 g/l, 
Na2HPO4 4 g/l, KCl 0,4 g/l, Glucosa 0,3 g/l y Hemina 20 mg/l.  
Para la obtención del homogenato total de T. cruzi  (Segura y col., 1974) 
utilizado en la titulación de los sueros por ELISA, se cultivaron los parásitos en 
medio líquido compuesto por infusión cerebro-corazón 5 g/l, extracto de levadura 
Difco 3 g/l, Na2HPO4 10 g/l, KCl 0,4 g/l, NaCl 4 g/l, glucosa 4 g/l y hemina 20 
mg/l.  
Los diferentes medios de cultivo se llevaron a pH óptimo: 7.5 con NaOH 0,1 
M y se esterilizaron con autoclave durante 20 min a 121 ºC. 
Purificación de Cruzipaína 
La purificación de la Cz se llevó a cabo a partir de epimastigotes de T. 
cruzi. La primera parte de la purificación incluye la obtención del extracto libre 
de células. Para ello, se llevó a cabo la ruptura de los parásitos mediante dos 
ciclos consecutivos de congelado (a -20 ºC) y descongelado seguidas de un período 
de congelado adicional de 48 h, luego del cual se descongelaron y resuspendieron 
en una solución de sacarosa 0,25 M y KCl 5 mM (3 ml/ gramo de parásitos). El 
homogenato resultante se centrifugó a 7000 rpm con el rotor SS34 durante 10 
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min a 5 ºC, el sobrenadante (que se conserva en hielo) se recuperó y el precipitado 
se volvió a resuspender en la misma solución y se centrifugó a 12000 rpm durante 
15 min a 5 ºC con el mismo rotor. Se recuperó el sobrenadante, se juntó con el 
anterior y ambos se clarificaron por centrifugación a 19000 rpm durante 30 min a 
4 °C, descartando el sedimento. El sobrenadante clarificado es denominado 
comúnmente “extracto crudo”. A continuación se realizó una precipitación con 
solución saturada de sulfato de amonio pH 7,5, mediante goteo lento sobre el 
extracto hasta llegar a una concentración final de sulfato de amonio al 50 %. Esto 
se hizo manteniendo la temperatura del sobrenadante a 0 ºC (baño en agua-hielo) 
y en agitación baja. Finalmente, la suspensión se centrifugó a 12000 rpm durante 
15 minutos a 5 ºC (rotor SS34). En este caso, se recuperó el pellet, se resuspendió 
en TBS (buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,5- NaCl 150 mM), se dializó contra TBS 2 
veces y se dejó durante toda la noche a 4 ºC.  
La segunda parte de la purificación de la Cz se realizó por medio de una 
cromatografía de afinidad a Concanavalina A (ConA). Para ello, al extracto libre 
de células dializadose le agregaron CaCl2, MgCl2 y MnCl2 hasta alcanzar una 
concentración final 3 mM de cada uno, y el mismo se centrifugó a 10000 rpm 
durante 12 minutos a 5 ºC (rotor SS34). El sobrenadante resultante se aplicó a la 
columna de ConA-Sefarosa, previamente lavada y equilibrada con el buffer TBS-
cationes (Tris-HCl 50mM, NaCl 150mM, CaCl2 1mM, MgCl2 1mM y MnCl2 
1mM), en forma de “batch” (con agitación suave a 4 ºC durante 2 h) o en forma 
continua (3 pasajes por la columna a 4 ºC). La columna se lavó con el mismo 
amortiguador TBS-cationes hasta absorbancia nula a 280 nm. La competencia y 
elución se realizó utilizando α-metil-manopiranósido 10 % en TBS-cationes. Para 
ello, se agregó el buffer de elución a la columna de ConA-Sefarosa, se cerró el 
flujo y se incubó a 37 ºC durante 1 h. Luego, se recogieron fracciones de 1 ml que 
fueron monitoreadas por absorbancia a 280/230 nm. Se recuperaron las fracciones 
con actividad enzimática sobre sustrato sintético cromogénicobenzoil-prolil-fenil-
arginil-paranitroanilida (Bz-Pro-Phe-Arg-pNA), se juntaron y se dializaron contra 
Tris-HCl 50 mM pH 7.6 a 4 ºC durante toda la noche.  
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El siguiente paso de purificación incluyó una columna de cromatografía de 
intercambio iónico Mono Q HRTM 10/10 equilibrada con el mismo buffer 
(Duschak y col., 2001). Se realizaron algunas modificaciones para separar las 
isoformas de la Cz de la proteína contaminante SCP. La elución fue realizada 
usando un gradiente de NaCl 0-1M, con agregado de un paso isocrático a NaCl 
180 mM. Se monitoreó por absorbancia a 280 nm. Las fracciones fueron 
recolectadas a una velocidad de flujo de 1 ml/min y se seleccionaron las fracciones 
adecuadas mediante ensayos de actividad enzimática frente a los sustratos 
sintéticosfuril-acriloil-fenilalanil-felilalanil (FA-Phe-Phe-OH) (para medir la 
actividad SCP)yBz-Pro-Phe-Arg-pNA(para Cz). Las fracciones recolectadas 
fueron dializadas contra Tris-HCl 50 mM a 4 ºC durante toda la noche.  
Para calcular el rendimiento y el grado de pureza de todos los pasos de la 
purificación se llevó a cabo la determinación de proteínas y actividad enzimática 
frente a sustratos sintéticos cromogénicos, SDS-PAGE y Western Blot con suero 
policlonal específico para Cz en cada purificación. La determinación de proteínas 
se realizó mediante el método de Bradford (1976).El rendimiento de la 
purificación es el valor resultante de la división de (actividad total de la muestra 
pura)/(actividad total de la muestra inicial) (extracto crudo) multiplicado por 100. 
El grado de pureza está dado a partir de considerar la actividad específica 
(Actividad total/cantidad de proteína total) del extracto crudo como 1. Luego de la 
división de la actividad específica de la muestra purificada/actividad específica 
del extracto crudo surge el factor de purificación. 
Obtención y purificación del dominio carboxilo-terminal de la cruzipaína 
La obtención de este dominio se llevó a cabo mediante autoproteólisis de la 
Cz según Hellman y col, 1991 con algunas modificaciones. Para la autoproteolisis, 
la enzima se resuspendió en buffer acetato de sodio 50 mM pH 6 y β-
mercaptoetanol 10 mM y se incubó durante 48 h a 40 ºC.  
La purificación del dominio C-T se realizó por medio de una cromatografía 
de exclusión molecular utilizando BioGel P-30 como matriz. El producto de la 
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autoproteólisis se concentró hasta un volumen menor a 1 ml y se sembró en la 
base de una columna de 1,5 x 100 cm conteniendo el BioGel P-30 previamente 
lavado y equilibrado con el buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,6. La elución se realizó 
con el mismo buffer, a un flujo lento (3 gotas/min); se recogieron 130 fracciones de 
20 gotas cada una y se siguió la elución por absorbancia a 280/230 nm. Se 
recuperaron dos tandas de fracciones, ambas con valores de absorbancia mayores 
al blanco utilizado. Antes de juntar las dos tandas de fracciones (una fracción 
correspondiente a los péptidos mayores a 30 kDa y la otra a los péptidos de menor 
tamaño molecular) se controló la separación correcta por medio de SDS-PAGE, 
tinción de plata y Western Blot utilizando suero policlonal específico anti-Cz 
(Barboza y col., 2003).La determinación de proteínas se realizó por el método de 
(Lowry y col.., 1951). 
Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)  
Las muestras se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida 
discontinuos de 10 condiciones desnaturalizantes (Laemmli y col., 1970).  Las 
muestras se disolvieron en buffer de siembra, se hirvieron a 100 °C durante 3 
min y se sembraron. Los geles se corrieron a un voltaje constante de 110 volts. La  
estimación de los pesos moleculares se realizó haciendo referencia a los patrones 
de peso molecular comerciales (Bio-Rad) corridos en paralelo. 
Revelado con Nitrato de Plata 
Luego de la separación, los geles se fijaron con una solución de metanol: 
ácido acético: agua (25:5:20, v/v/v) durante 10 min, se pasó a una solución de 
metanol: ácido acético: agua (3,5:2,5:44) durante 10 min y se lavó luego con 
abundante agua deionizada durante 10 min. A continuación se incubó con una 
solución de Glutaraldehído 10 % durante 15 min. Se descartó la solución y se lavó 
con abundante agua deionizada durante 40 min, haciendo varios cambios. Se 
agregó el reactivo de plata, recién preparado, se incubó 10 min, se descartó y 
nuevamente se lavó con agua deionizada durante 5 min. Se incubó con lasolución 
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reveladora hasta la aparición de manchas de la intensidad deseada y el revelado 
se detuvo por agregado de una solución de ácido acético 10 %. 
-Reactivo de Plata: 1 ml de NH3 se mezcló con 1 ml de NaOH 1M, se llevó a 
10 ml con agua deionizada y se tituló, gota a gota y con agitación magnética, con 
2 ml de solución acuosa de nitrato de plata 20 % recién preparada. Se llevó a 50 
ml finales con agua deionizada.  
- Revelador: 25 μl de formaldehído 37 % se mezclaron con 50 μl de ácido 
cítrico (50 mg/ml) y se llevaron a 50 ml con agua deionizada. 
Ensayos de transferencia de proteínas a membranas de nitrocelulosa y reacción 
con antisueros específicos (Western Blot)  
Las proteínas separadas por SDS-PAGE fueron electrotransferidas a 
membranas de nitrocelulosa (Amersham Biosciences) durante 45 min a 300 mA 
en buffer Tris-Glicina, metanol 20 %.  Para el revelado, las membranas se 
bloquearon durante 30 min con TBS-leche descremada 3 % y se incubaron 
durante 60 minutos a TA con los sueros policlonales de conejo  específicos para Cz 
y C-T en una dilución  1:1000 o1:500, respectivamente. Luego se lavaron con 
TBS, 2 veces por 10 minutos y una vez con TBS con 0,05% NP-40. Posteriormente 
las membranas fueron incubadas con anticuerpos anti-conejo acoplados a 
peroxidasa en una dilución de 1:50000 por 60 min a temperatura ambiente (TA). 
El revelado se realizó utilizando el reactivo ECL (Amersham Biosciences) en un 
analizador de imágenes FujiFilm Las1000. 
Tratamientos de desulfatación 
La desulfatacion enzimática se realizó mediante digestión con 25 mU de 
sulfatasa de Abalone entrails (Type VII; Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA) 
en 50 mM de acetato de sodio pH 5 durante 18 h a 37 ºC.  
Para la desulfatacion química, las muestras se pasaron por 0.5 ml de la 
resina AG50W-8X (H+) y la columna se lavó con 2 ml de agua destilada. Después 
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de la adición de piridina (0,015 ml), la muestra se liofilizó, se disolvió en 0,2 ml 
dimetilsulfoxido/metanol (9:1, v/v) y se ajustó el pH a 4 con ClH diluido. Una vez 
realizada la incubación a 100 ºC durante 2 h, la muestra se llevó a seco y se 
guardó en freezer (Freezey col., 1983; Barboza y col., 2005).  
Para confirmar que el proceso de desulfatación, química y enzimática, no 
alteraba la estructura de la molécula, comparamos las muestras antes y después 
del tratamiento mediante SDS-PAGE al 10 %, verificando que la proteína no 
había modificado su peso molecular aparente. Además, mediante análisis de EM-
UV-MALDI-TOF se confirmó que la modificación post-traduccionalN-glicosilación 
de estas moléculas permanece intacta luego de ser sometida al proceso de 
desulfatación (Barboza y col.,2005). 
Inmunización de los animales y obtención de IgGs específicas 
La Cz y el C-T se purificaron como se describió en materiales y métodos y 
se sometieron a la hidrólisis química y enzimática de los grupos sulfato. Estos 
antígenos, antes y después del tratamiento, fueron utilizados para inmunizar 
ratones y conejos y obtener sueros específicos a partir de los mismos.  
La inmunización de conejos Nueva Zelanda linaje Blanco se llevó a cabo 
usando 50 μg de Cz y de dCz por dosis, recuperadas a partir de geles de SDS-
PAGE al 12 %. La inmunización de cada animal consistió en 3 dosis aplicadas 
cada 3 semanas. El inmunógeno se disolvió en solución fisiológica (0,1M de NaCl) 
y se utilizó adyuvante completo de Freund (1:1, v/v). 
La extracción de sangre fue a blanco. La misma se dejó en estufa durante 2 
h a 37 ºC y luego se centrifugó a 1000 g durante 15 minutos. Se recuperó el suero, 
se fraccionó y llevó a cabo la titulación de cada suero para los ensayos posteriores.   
Los anticuerpos del suero de conejo primero se precipitaron con sulfato de 
amonio, y luego las IgGs se purificaron utilizando una columna de Proteina A-
Sefarosa. La elusión de las IgGs fue realizada con 0,1 M de buffer citrato pH 3,5  
de acuerdo a lo descripto en Eyy col., (1978). 
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Obtención de IgGs-enriquecidos-AS 
La obtención de IgGs-enriquecidos-AS se realizó mediante la adsorción de 
un pool de IgGs policlonales específicos para Cz purificadas, con Czd previamente 
adsorbida a una membrana de nitrocelulosa. La adsorción de la Czd a 
nitrocelulosa se realizó durante 1 h a temperatura ambiente utilizando 3.34 µg de 
la proteína en 10 µl de PBS. Luego esta membrana fue sometida al bloqueo de sus 
sitios de unión remanentes mediante la incubación durante 1 h a temperatura 
ambiente con una mezcla de leche descremada al 3% en PBS. Luego del bloqueo, 
las IgG anti-Cz (3,34 µg en 100 µl de 1% de leche descremada en PBS) se 
incubaron con la membrana durante 1 h a 37°C. Este proceso se realizó por 
duplicado utilizando la misma solución de IgGs anti-Cz y dos membranas 
adsorbidas con Czd utilizadas secuencialmente.  El resultado de realizar el 
mismo proceso más cantidad de veces, no resultó en un grado de especificidad 
significativamente mayor de los sueros adsorbidos por los epitopes sulfatados. 
ELISAs de competencia con NAcGlc6S 
Se realizó un ELISA con el fin de evaluar el éxito de la adsorción de las 
IgGs anti Cz-T con Czd produciendo un enriquecimiento en IgG anti-sulfatos. Los 
ELISAs se realizaron de la siguiente manera: Las placas de fondo plano se 
recubrieron con 0,3 µg por pocillo de Cz y Czd, por separado, durante la noche a 
4ºC. Ambas proteínas estaban desnaturalizadas previamente en 0,15 µM 2-
mercaptoetanol. Después de bloquear con PBS-3% de leche descremada, las 
placas se incubaron con una dilución final de 1/4000 de IgG anti-Cz-T o IgG-
enriquecidos-AS durante 1 ha TA para los controles (0µg de NAcGlc6S) en 
ausencia de competencia. Para los pocillos donde se realizó competencia, 50 µl de 
IgG, anti-Cz-T o enriquecidos-AS a iguales concentraciones, se diluyeron 1/1000 
en PBS-1% de leche descremada y se pre-incubaron con diferentes cantidades de 
GlnNAc6S en un volumen final de 200 µl durante 2 h a 37 °C en presencia de 0,1 
M de 2-mercaptoetanol para luego incubar las mezclas de IgGs y el competidor 1 
ha TA en los pocillos correspondientes. Después de lavar con PBS-Tween 0,01%, 
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las placas se incubaron con HRP-IgG de ratón anti-conejo (Jackson) diluida 
1/2000 durante 40 min a TA. El color se desarrolló con dihidrocloruro de o-
fenilendiamina (OPD) y la Absorbancia (Abs) se leyó a 490 nm usando un lector 
de microplacas ELISA (Dynatech). 
Tratamiento de parásitos con clorato de sodio.  
Se cultivaron epimastigotes de la cepa Tul 2 de T. cruzi en tubos de 15 ml y 
una concentración inicial de 2x106 parásitos/ml (volumen final: 4 ml) con 
diferentes cantidades de clorato de sodio (Sigma-Aldrich) (0, 10, 25, 50 mM) y se 
recogieron después de 24, 48 y 72 hs. El recuento de epimastigotes se realizó en 
cámara de Neubauer. 
Se crecieron trypomastigotes de la cepa Tul 2 de T. cruzi en células Vero 
con diferentes concentraciones de clorato de sodio (0, 10 y 25 mM) durante 96 h. 
Después del lavado, los trypomastigotes se recogieron, se contaron en una cámara 
de Neubauer y se utilizaron para infectar las células HL1 como se describe a 
continuación. En todos los casos, el medio de cultivo se renovó diariamente para 
mantener la concentración de clorato constante en cada muestra. 
Efecto del clorato sobre la síntesis proteica.  
A partir de tres alícuotas de 50000 epimastigotes de la cepa Tul 2 de T. 
cruzi crecidos en diferentes concentraciones de clorato de sodio (0, 25 y 50mM), se 
realizó una cuantificación de proteínas por método de Bradford (Bradford, 1976) y 
una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% en condiciones 
desnaturalizantes seguido por una tinción de plata y posterior western blot (wb) 
con anticuerpos específicos contra Cz. Las bandas resultantes fueron analizadas 
mediante el Image J software. 
Análisis de sulfatación de Cz por western blot 
Los epimastigotes de la cepa Tul 2 de T. cruzi (2x105/calle), con o sin 
tratamiento con clorato fueron lisados y sometidos a electroforésis en gel de 
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poliacrilamida 10% en condiciones desnaturalizantes. Paralelamente se utilizó Cz 
purificada (1 µg) como control. Posteriormente se transfirieron a membranas de 
nitrocelulosa durante 2 h a 200 mA. Después de la transferencia, las membranas 
se recubrieron con una solución salina tris-tamponada que contiene 3 % de leche 
descremadada (TBS-M). Las proteínas transferidas se incubaron con IgG 
enriquecidas-AS o IgG anti-TcAKR producidos en conejo, gentilmente cedidos por 
la Dra. Gabriela Garcia (diluidos 1/500 en TBS-M) durante 1 h a TA. Luego, se 
incubaron las membranas con anticuerpos policlonales anti-IgG de conejo HRP 
(Jackson) (diluido 1/2000 en TBS-M) durante 1 h a TA. La detección se realizó 
con el reactivo de quimioluminiscencia (ECL) (AmershamBiosciences, Cambridge, 
UK). La cuantificación de la intensidad lumínica se realizó con un densitómetro 
FujiLAS1000 equipado con un software medidor de imagen3.122 (Fuji Film, 
Tokio, Japón). 
Electroforésis Bidimensional (2D)  
Epimastigotes de la cepa Tul 2 de T. cruzi (2x105), con o sin tratamiento de 
clorato resuspendidos, Cz (1µg) o Cz + Czd (1μg de cada una) en tampón de 
muestra de enfoque isoeléctrico (IEF) se separaron por IEF usando una relación 4 
a 1 de Bio-Lyte 5-7 y Bio-Lyte 3-10 (Bio-Rad). Los tubos que contienen el Bio-
Lytes fueron pre-corridos electroforéticamente  a 200 V durante 10 min seguido 
de 300 V durante 15 min y 400v durante 15 min finales. Después de cargar la 
muestra, la electroforesis se realizó a 500 V durante 10 min y luego 1000 V 
durante 3 h y 30 min. A continuación, la segunda dimensión de la separación se 
realizó en geles con 10% SDS-PAGE. Las proteínas se transfirieron a membranas 
de nitrocelulosa y se realizó un western blot como se describe en la sección 
anterior utilizando suero policlonal de conejo  específico anti-Cz. 
Aislamiento y purificación de GSLs 
La purificación de GSLs se llevó a cabo a partir de epimastigotes de T. 
cruzi cultivados en presencia de diferentes concentraciones de clorato de sodio (0, 
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10, 25 y 50 mM) y cosechados como se describió anteriormente. La masa húmeda 
obtenida fue liofilizada, la extracción se realizó utilizando 1 ml de la mezcla 
cloroformo/metanol (1:1, v/v), la misma se centrifugó y se recuperó el 
sobrenadante. Luego de repetir estos pasos dos veces más, se juntaron todos los 
sobrenadantes y se evaporaron con una corriente de N2 gaseoso. La muestra se 
sometió a una cromatografía de intercambio iónico utilizando como matriz DEAE-
Sephadex A-25, obteniendo las fracciones correspondientes a los lípidos ácidos y a 
los neutros. Para ello, el extracto se resuspendió en 100 μl de 
cloroformo/metanol/agua (30:60:8, v/v/v) y se sembró sobre la matriz previamente 
equilibrada con el mismo buffer. Después de la siembra se lavó la columna con 30 
ml del mismo buffer recuperándose la fracción de NGSLs y zwitterionicos (Couto 
y col., 2004). Se realizó la elución de los GSLsaniónicos con 30 ml de 
cloroformo/metanol/acetato de sodio 0,8 M (30:60:8, v/v/v). Ambas fracciones se 
secaron totalmente, se trataron con NaOH 0,1 M en metanol y se incubaron a 37 
ºC durante 3 h (saponificación). Esta mezcla fue neutralizada con ClH 1 M en 
presencia de 50 μl de buffer fosfato 1 M pH 7. Estos productos se evaporaron 
nuevamente y se desalaron pasando por una columna de Sep-Pack C-18 
“cartridge” (Worldwiremonitoring PA, USA), previamente lavada con 20 ml de 
metanol seguido por 20 ml de agua. La muestra resuspendida en 100 μl de agua 
se sembró y se lavó con 50 ml de agua (para eliminar las sales). La elución se 
realizó primero con 50 ml de metanol y a continuación con 50 ml de 
cloroformo/metanol 1:1. Se recuperaron estas últimas fracciones y se secaron 
totalmente. 
La purificación de AGSLs se completó utilizando una columna de Unisil (7 
x 50 mm). La muestra seca se resuspendió en cloroformo y se eluyó con 30 ml de 
cloroformo, 30 ml de cloroformo/metanol (98:2, v/v) y, 30 ml de 
cloroformo/metanol (1:3, v/v). Estas últimas fracciones fueron sembradas en una 
placa de silicadesilica gel- 60 sin indicador (Merk). (TLC) y  se llevó a cabo la 
cromatografía   en capa delgada usando los solventes propanol/NH3/H2O (75:5:5, 
v/v/v). Se reveló con yodo gaseoso. Los “spots” o manchas correspondientes a los 
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sulfoglicolípidos se extrajeron de la sílica con metanol/cloroformo (1:1, v/v) y se 
analizaron por EM-UV-MALDI-TOF y DotBlot. 
Espectrometria de masa UV-MALDI-TOF 
Equipo utilizado: Los análisis fueron realizados utilizando un 
espectrómetro de masa Ultraflex II TOF/TOF equipado con un láser de estado 
sólido de alto rendimiento (λ = 355 nm) y un reflector. El sistema fue operado a 
través del software Flexcontrol 3.0 (BrukerDaltonicsGmbsH, Bremen, Germany). 
Análisis de los glicoesfingolípidos de T. cruzi:Las muestras fueron 
irradiadas con una potencia de láser de 40-60 %. Se trabajó tanto en modo lineal 
como en modo reflectrón, y en los modos positivo y negativo del equipo. Los 
espectros fueron obtenidos  por la suma de 100 a 500 disparos simples del láser, 
dependiendo de las condiciones de las muestras. Las muestras fueron sembradas 
en un porta muestras de acero inoxidable sin pulir (MTP 384 groundsteel; 
BrukerDaltonicsGmbsH) utilizando el método mezcla. Se mezclaron volúmenes 
iguales de solución de matriz y analito y luego secolocó una alícuota de 1 μl en la 
superficie del electrodo porta muestas. La mezcla se dejó secar a TA en 
desecador. 
Matriz utilizada en UV-MALDI-TOF MS: El uso de 2,5-dihydroxybenzoic 
acid (DHB, gentisicacid, GA) (AldrichChemical Co.) indica que todos los iones 
formados detectados se encuentran cargados positivamente ya sea por los iones 
Na+, H+ o K+. La determinación de la estructura química se logró a partir de la 
búsqueda de picos coincidentes con el ión molecular propuesto y con los 
fragmentos generados por las posibles rupturas predichas sobre la estructura.  
Calibración. Se utilizaron calibrantesexternospara el análisis por UV-
MALDI-TOF: α-Cyclodextrina (cyclohexaamylosa, MW 972,9), β-cyclodextrina 
(cycloheptaamylosa, MW 1135,0), γ-cyclodextrina (cyclooctaamylosa, MW 1297,1), 
angiotensina I (MW 1296,49), neurotensina (MW 1672,96) e insulina bovina (MW 
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5733,5) todos de Sigma-Aldrich. Las muestras fueron irradiadas con una potencia 
de 40 a 60 % y el espectrocorresponde a la suma de entre 80 a 100 disparos. 
Análisis mediante microscopía electrónica. 
Los parásitos se cosecharon por centrifugación y se lavaron con buffer 
fosfato salino. Luego, fueron fijados por inmersion en paraformaldehido 4%, 
glutaraldehido 0,25% en buffer fosfato 0.1M, pH 7,5, durante 24 h y se procesaron 
para análisis por microscopía electrónica. Los bloques fueron lavados con 
sacarosa al 10% en el mismo buffer y  deshidratados por inmersión en soluciones 
de alcohol etílico 50 % y 70 %  sucesivamente. Se realizaron 3 cambios de 20 min 
cada uno a 4 ºC y luego se  sumergieron en resina pura LR White resinmonomer 
(48 h a 50ºC).  
Posteriormente, se realizaron cortes paraobtener secciones ultrafinasen un 
Porter-Blum MT2 Sorvallultramicrótomo y luego fueron recogidas engrillas de 
niquel de 300-mesh. La tinción se realizó primero con acetato de uranilo al 0.5 % 
y luego en solución Reynolds con citrato. Las muestras fueron examinadas bajo 
un microscopio electrónico Siemens Zeiss C10 (Siemens, Alemania). Las 
fotografías fueron tomadas con una película Kodakelectronimaging film 
(Eastman Kodak, Rochester, NY, EE.UU.). El número de 
reservosomaselectrodensos o electrolúcidos fueron contados por célula (se 
analizaron 200 células, software Image J, NIH, USA). 
Determinación de actividad enzimática sobre sustrato sintético  
La determinación de la actividad enzimática de las diferentes etapas y 
fracciones de la purificación de la Cz se ensayaron sobre el sustrato sintético 
cromogénicoBz-Pro-Phe-Arg-pNA(Cazzuloy col.,1990). La reacción se llevó a cabo 
en presencia de Tris-Acetato 0,2 mM pH 8, β-mercaptoetanol 10 mM, sustrato 0,3 
mM y un volumen dado de la muestra (volumen final de reacción 500 μl). Se 
midió la aparición de color generado por la liberación de la para-nitroanilina del 
sustrato a 410 nm. 
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Ensayo de actividad enzimática de Cz y Czd 
La desulfatación de la Cz fue enzimática, mediante el uso de tres unidades 
internacionales de una Sulfatasa comercial (A. Entrailis VII Sigma Aldrich), a 
37ºC en una solución tampón de Acetato de Sodio 0.05M pH 5, durante la noche 
con 500 µg de Cz.Paralelamente se incubaron otros 500 µg de Cz en iguales 
condiciones pero en ausencia de sulfatasa.Enel segundo ensayo, tanto a la Cz 
tratada sin sulfatasa como a la Czd enzimáticamente se las incubócon IgGs 
purificadas de conejo específicos para Cz total y Czd e IgGs obtenidas de un suero 
pre-inmune durante 1 h y 30 min a 4ºC. Para esto se utilizó una relación de 90 µg 
de enzima con 10 µg de IgGs. Es útil mencionar que los anticuerpos anti-
Czdfueron obtenidos a partir de Czdesulfatada químicamente, lo que asegura un 
99 % de desulfatación. Posteriormente se procedió a medir la actividad de cada 
muestra y se obtuvieron los valores por µg de enzima. La actividad de la Cz no 
tratada (control) expresada en unidades específicas representó el 100% y los 
valores obtenidos para el resto de las muestras fueron relativizados acorde al 
100% del control. 
 
Detección de epitopes sulfatados en la superficie del parásito 
porCitometría de flujo  
Para los ensayos de citometría de flujo, los trypomastigotes de la cepa Tul 
2 de T. cruzi se lavaron con tampón FACS (FCS al 0,1% en PBS) y después se 
incubaron en un volumen final de 100 μl con 10 μg de IgG purificadas  a partir de 
suero de conejo pre-inmune o de sueros policlonales específicos anti-Czy anti-Cz 
desulfatada durante 60 min a TA. Luego, los parásitos se lavaron con tampón de 
FACS para realizar posteriormente la incubación con una dilución 1/100 de 
anticuerpo hecho en cabra anti-IgG de conejo marcado con FITC (Dako A/S, 
Dinamarca). Después de 40 min de incubación, las muestras se lavaron dos veces 
con tampón FACS y se fijaron con 2% de Paraformaldehido (PFA).Se incluyó una 
muestra que se incubó solamente con el anticuerpo secundario como control 
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negativo. Las muestras se corrieron en un FACSCalibur (BectonDickinson), y los 
datos se analizaron con el software FlowJo. La obtención de los trypomastigotes 
se detalla en la sección 2 “Cepas y células utilizadas”. 
Ensayos de infección de la línea celular cardíaca de ratón HL-1.  
Las células HL-1 (Claycomby col., 1998) se cultivaron en frascos de cultivo 
T-25 recubiertos con 0,02% de gelatina (DIFCO) y 0,005 mg/ml de fibronectina 
(Sigma), en medio Claycomb (SAFC Biosciences) suplementado con 10% de suero 
fetal bovino (FBS; Sigma), 2 mM de L-glutamina (Sigma), y antibióticos 
penicilina y estreptomicina(100 U/ml) en estufa humidificada a 37 ºC, con una 
atmósfera de CO2 al 5%.Para los ensayos de infección, se sembraron 2x104 células 
HL-1 en placas de cultivo de 24 pocillos que contienen cubreobjetos de vidrio (12 
mm de diámetro) recubiertas con gelatina y fibronectina 24 horas antes de la 
siembra. Trypomastigotes de la cepa Tul 2 de T. cruzi controles sin tratar o 
tratados con clorato (10, 25 mM) (2x105 por pocillo) se añadieron a las células y 
después de 4 horas, se removieron los parásitos lavándose dos veces con medio 
fresco. En otros experimentos, las células HL-1 se pre-incubaron durante 2 h a 37 
ºC, ya sea con 20 μg/ml de Czy E-64 (Trans-epoxi-succinil-L-leucil amido-4-
guanidino butano, inhibidor irreversible  de Cisteína proteasas), Czd y E-64, C-T, 
C-Td o un anticuerpo monoclonal de conejo anti-HMR (5 mg/ml) (CD-206-H 300 
Santa Cruz Biotecnología Inc, CA, EE.UU.). Exclusivamente para este ensayo, a 
fin de conservar la estructura tridimensional de la Cz, la desulfatación de Cz 
purificada y activa se realizó enzimáticamente con sulfatasa VII de A. entrailis 
(Sigma Aldrich) como se describió previamente. Lugo se realizó la infección de las 
células acorde a lo mencionado previamente en ausencia de lavado con medio 
fresco. 
La infección procedió durante 3 días. Los cubreobjetos de vidrio se 
retiraron y las células fueron fijadas y teñidas por la técnica de May-
GrünwaldGiemsa o por inmuno-fluorescencia directa. Todos los experimentos se 
realizaron por triplicado. 
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El porcentaje de células infectadas (infectividad) para ambos ensayos de 
infección, se evaluó en 80 campos por muestra a 200x. La infectividad se calculó 
como el número de células infectadas en las muestras con el tratamiento 
(trypomastigotes tratados con clorato o células pre-tratadas con Cz, Czd, C-T, C-
Td o anticuerpos monoclonales contra el receptor de manosa) / número de células 
infectadas en las muestras control (trypomastigotes control o células no 
tratadas), multiplicado por 100. 
Inmuno-Fluorescencia Directa 
Las células infectadas sobre el portaobjetos se fijaron durante la noche a 
4ºC con 200 µl de solución fijadora (2% PFA en PBS). Luego se lavaron con PBS 
una vez. La permeabilización de las células se hizo agregando 500 µl de la 
solución de permeabilización (0.1% Tritón X-100 en PBS) por no más de 5 min. 
Luego de remover la solución anterior, se bloquearon los sitios reactivos 
remanentes con 1% BSA en PBS por 1 h a TA. Posteriormente se incubaron los 
portaobjetos con una  dilución 1/1000 de un suero de ratón crónico infectado con 
la cepa Tul 2 en PBS 1% de BSA (PBSA) a 4ºC durante la noche. Luego de 3 
lavados con PBS durante 15 min cada uno, se realizó la incubación con el segundo 
anticuerpo anti-ratón acoplado a FITC (Alexa fluor 488, Invitrogen) en una 
dilución 1/1000 en PBSA1% 1 h a TA. Se realizaron 3 lavados con PBS durante 
15 min cada uno. Finalmente se realizó la tinción de contraste con una 
incubación con solución 0,66 µg/ml de bromuro de etidio en PBS durante 10 min. 
Luego de 1 lavado con PBS 5-10 min, se realizó el montaje con 5 µl de 
Fluoromount-G (Diagnostic Biosystems Inc, CA, USA) sobre el portaobjetos con 
las células mirando hacia el porta. 
Parte II 
Cepas y células utilizadas 
En esta parte del trabajo se utilizaron  trypomastigotes de cultivo de las 
cepas de T. cruzi Tehuantepec (Teh), Tulahuen 2 (Tul 2), Brazil e Y.  Los 
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parásitos fueron obtenidos de cultivos de células Hg39 mantenidas con medio 
DMEM (GIBCO) suplementado con 10% suero fetal bovino y antibióticos 
penicilina y estreptomicina(100U/ml)(RPMI completo) en estufa humidificada a 
37 ºC, con una atmósfera de CO2 al 5%.Los sobrenadantes de los cultivos de 
células Hg39, conteniendo los trypomastigotes recientemente liberados, fueron 
centrifugados durante 20 min a 2300 rpm a 37º una centrífuga eppendorf modelo 
5804R. Se resuspendió el pellet en medio RPMI-1640, se determinó el número de 
parásitos en cámara de Neubahuer y se preparó una suspensión final de 1x107 
trypomastigotes/ml. .A partir de estos cultivos se obtuvieron también los 
parásitos correspondientes al ensayo “Detección de epitopes sulfatados en la 
superficie del parásito”correspondiente a la primera parte.  
Localización de los ligandos de las Siglecs en el parásito 
Obtención de proteínas de membrana 
Los trypomastigotes (108-1010) se suspendieron en Tris 10 mM, EDTA 2 
mM (TE) y se lavaron dos veces en TE (se centrifugaron a 40.000 xg durante 8 
min. cada vez). Después de la adición gota a gota de las células en 1 ml de TE a 
2% de Triton X-100 en PBS mientras se agitaba (concentración final 1% de 
Triton-X-100), se realizó la solubilización durante 30 min. a 4 °C y se incubó 
durante 16 h a la misma temperatura en una concentración final de Tritón-X-100 
1%. Luego, se centrifugó el material a 100.000 xg durante 10 min. Las proteínas 
de membrana solubilizadas se recuperaron en los sobrenadantes. 
Obtención de Fracciones sub-celulares de Trypanosoma cruzi 
Los epimastigotes de T. cruzi, cepa Tul 2, se cosecharon y se lavaron con 
TBS, se resuspendieron en solución de sacarosa 0,25 M, KCl 1mM y EDTA 
1mM.La suspensión se homogeneizó en un mortero con carburo de silicio y luego 
se centrifugó a 500 rpm a 4 ºC durante 10 min., para eliminar las células enteras 
y el carburo de silicio Las fracciones subcelulares se obtuvieron por 
centrifugación diferencial a diferentes velocidades y se obtuvieron fracciones 
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nucleares (N, sedimentado 10 min a 1000xg), gránulos grandes (GG, sedimentado 
10 min a 5000xg), gránulos pequeños (GP, sedimentado 10 min a 14500xg), 
microsomal (M, sedimentado 60 min a 105000xg) y soluble (S, sobrenadante 
final), usando marcadores enzimáticos específicos para evidenciar el 
enriquecimiento de cada fracción  (Bontempi y col., 1989; Duschak and Cazzulo, 
1991). 
Clonado de Siglec-E-Fc 
A partir de primers específicos se levantó la secuencia de Siglec-E-Fc por 
PCR de un plásmido pcDNA3.1(+) y ADN polimerasa de 
PyrococcusfuriosusDSM3638 para luego ligarla a un plásmido LeGO-Ic2 y 
expandirlo en bacterias E.coli top 10 en medio LB durante 12 horas a 37 °C.  
Cebadores:  
Fw-conteniendo sitio de restricción para EcoR1 
CCCGAATTCACCCTGAATGTGGAAAGGA 
Rv-conteniendo sitio de restricción para Notl 
GGGCGGCCGCTCGCACTCATTTACCCGGA 
Reacción en Cadena de Polimerasa (PCR). 
1 Ciclo 
Desnaturalización inicial: 95°C 2 min  
30 ciclos  
Desnaturalización: 95°C 1 min 
Hibridación: 68°C 30 seg 
Extensión: 72°C 3 min 
1 ciclo 
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Extensión final: 72°C 5 min.  
El producto de PCR se corrió en gel de agarosa 1% y su peso molecular 
esperado de 1968 pb fue corroborado. Posteriormente se extrajo el producto del 
gel utilizando el kit de Fermentas (Thermo Fisher Massachusetts, USA).  
La digestión del producto de PCR se realizó durante 20 min a 37°C 
utilizando la solución tampón “Fermentas O Buffer” (ThermoScientific 
Massachusetts, USA) 1 µg de ADN y 1 µl de las enzimas EcoR1 y Notl 
(FastDigest, ThermoScientific, Massachusetts, USA). La ligación al 
plasmidoLeGO Ic2 (LeGOvectors, Kristoffer Weber) se realizó utilizando la T4 
ligasa y las soluciones y protocolos correspondientes a esta enzima 
(ThermoScientific Massachusetts, USA). Con el producto de ligación se procedió a 
transformar bacterias competentes E.coli top 10 (OneShot® TOP10 
ChemicallyCompetent E. coli, LifetechnologiesCalifornia, UnitedStates) con el fin 
de expandir el plásmido LeGO conteniendo la secuencia de Siglec-E-Fc. La 
transformación química de las bacterias se realizó de acuerdo a lo indicado en el 
Kit correspondiente a la marca de las bacterias empleadas. Posteriormente las 
bacterias fueron plaqueadas en LB agar e incubadas a 37°C durante la noche. Se 
levantaron seis colonias las cuales se evaluaron por PCR y a partir de las cuales 
se realizó una “miniprep” de manera de purificar el ADN plasmídico utilizando el 
kit Nucleospin (NucleoSpin® Plasmid (NoLid) Macherey-Nagel). Posterior a la 
secuenciación del MCS del plásmido LeGO conteniendo la secuencia de Siglec-E-
Fc, los plásmidos fueron transfectados en células CHO por electroporación (230V,  
950µF,  Biorad  Pulser). Las células fueron analizadas por citometría de flujo, 
para corroborar la presencia del plásmido y la expresión de Siglec-E-Fc en 
sobrenadante fue determinada por western blot utilizando un anticuerpo anti-
Siglec-E hecho en ratón (Gentilmente cedido por Dr. Thomas Jacobs, Hamburg, 
Germany).  
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Purificación de Siglec-E-Fc 
Las células CHO transfectadas se crecieron en medio DMEM (Gibco) en 
presencia de 10% de Suero Fetal Bovino depletado de IgGs. La Siglec-E-Fc se 
purificó de sobrenadante utilizando columnas de proteína G “HiTrapprotein G 
columns” (GE Healthcare) y los protocolos otorgados por la marca. 
 
ELISAs 
Se utilizaron para determinar la capacidad de unión de Siglec-E-Fc o de 
Mal II a diferentes biomoléculas de T. cruzi. Las moléculas se fijaron a las placas 
de alto pegado, y el ELISA se llevó a cabo de acuerdo a lo descripto con 
anterioridad en esta misma sección. Se incubaron las placas con las lectinas 
Siglec-E-Fc o Mal II-Biotinilado según corresponda. Se revelaron con un 
anticuerpo conjugado con peroxidasa anti-humana-Fc. (Dako A/S, Dinamarca) o 
con la molecula estreptavidina acoplada a peroxidasa (Life technologies 
California, UnitedStates) en el caso de Siglec-E  o  de Mal II, respectivamente. En 
todos los casos,se utilizó una solucion de BSA al 1% en PBS como agente 
bloqueante, a diferencia del protocolo convencional. Además, se utilizaron como 
controlesnegativos los anticuerpos secundarios Siglec-E-Fc y Mal II. 
Ensayos competitivos de ELISA.  
Los ensayos competitivos entre Siglecs y Cz se realizaron con una cantidad 
constante de Czd (1 µg) como antígeno y cantidades crecientes de Cz (0, 0,1, 0,5 y 
1 µg) usada como competidor. La actividad de Cz fue inhibida con 100 µM de E-64 
mediante incubación durante 30 min a 0 °C para estos ensayos realizados en 
condiciones reductoras (0,1 M de DTT). Este ensayo también se realizó utilizando 
Cz en la fase inmovil y Czd en cantidades crecientes (0, 0,1 0,5 y 1 µg) como 
competidor. La concentracion de Silgec-E-Fc constante en ambos casos (Dilución 
1/100 de una solución de 0,6 µg/µl). 
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Otro ensayo de competiciónse realizó con 1 µg de la fracción microsomal 
como antígeno, la cual se enfrentó con cantidades crecientes (0, 1 y 2 mg) de Cz o 
de Cz desulfatada. En ambos casos, el reconocimiento por Siglec-E-Fc se realizó 
como fue descripto anteriormente. 
Acoplamiento de Siglec-E-Fc purificadas a Sefarosa 4B activada con 
bromocianógeno 
Las Siglec-E-Fcpreviamente purificadas (100-200 µg) se disolvieron en 
NaHCO3 0,1M, pH 8,3, 0,5M de NaCl (Buffer de acople) y se mezclaron con la 
Sefarosa 4B previamente(300 mg /ml de columna)  lavada con ClH 0,1 M y 
estabilizada en El mismo buffer de acople. Se utilizaron aproximadamente 5-10 
mg de ligando por ml de matriz y se agitó cabeza-cola durante 60 min a TA.  
Una vez realizado el acople se recuperó el sobrenadante y se lavó la matriz 
acoplada con buffer Tris-HCl 0,1 M pH 8 y tres ciclos consecutivos de pH 
alternado (Buffer acetato 0,1 M pH 4, 0,5 M ClNa y Buffer Tris-HCl 0,1M, 0,5M 
ClNa) (Richard y col., 2004) 
Purificación de Cz por afinidad a Siglec-E-Fccomo ligando.  
Los sobrenadantes de los trypomastigotes metacíclicos obtenidos a partir 
de generación espontânea, gentilmente cedidos por la Dra B.Franke de 
Cazzulo(De Carvahlo y De Souza, 1983)se dialisaron frente a 50 mM de Tris ClH 
pH 7,6 y se aplicaron sobre la columna de la Siglec-E-Sefarosa (1 ml) tres veces, 
se lavó con 20 ml de Tris ClH pH 7,6 50mM y consecutivamente se eluyó con 0,5 
M y 3 M NaCl en Tris ClH 50 mM pH 7,6. Las etapas de purificación se 
analizaron por SDS-PAGE 10% seguido por tinción de plata y Western blot con 
sueros policlonales de conejo específico para Cz. 
La tinciones en citometría de flujo 
Para analizar las interacciones de Siglec-E-Fc y MaII con los 
trypomastigotes de T. cruzihubo una etapa inicial de pre-incubación de cada 
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lectina con su anticuerpo/proteína de afinidad secundario correspondiente. En la 
pre-incubación, cada muestra contenía 1 µg de Mal II biotinilado + estreptavidina 
APC (Dako A/S, Dinamarca) en PBS (1:40) y 2 µg de Fc Siglec-E-Human + anti-
humana ficoeritrina (Dako A/S, Dinamarca) de burro en PBS (1:40). Después de 
la pre-incubación de 30 a 60 min, se añadieron 10 µl de la solución mencionada 
en cada muestra de trypomastigotes(en ~ 90 ul de tampón FACS) y se 
mantuvieron 1 h 30 min. Como mínimo. Después de la incubación, las muestras 
se lavaron dos veces con tampón FACS y se fijaron con 2% de PFA.Finalmente, 
las muestras se corrieron en un FACSCalibur (BectonDickinson), y los datos se 
analizaron con el software FlowJo. 
Tratamiento con clorato y evaluación con Siglec-E-Fc 
Los trypomastigotes de T. cruzi,cepa Brasil, fueron tratados con diferentes 
concentraciones de clorato de sodio (0, 10, 20, y 40 mM) para infectar luego 
células Hg39 (línea celular de glioblastoma humano 39). El medio de cultivo 
celular contenía 75 % de medio Dulbecco’s, Modification of Eagle´s depletado de 
sulfatos (MP Biomedicals, LLC), 25% de medio IMDM (Gibco) y 2,5% de FCS 
durante las primeras 72 horas. Las últimas 24 h (día cuatro) cuando los parásitos 
del sobrenadante se cosecharon, el medio de cultivo celular fue de 100% medio 
Dulbecco’s Modification of Eagle´s suplementado con 1% de FCS. Cada 24  h el 
medio se renovó y se añadió clorato de sodio fresco (Ferrero y col., 2014). Los 
parásitos recuperados se tiñeron con Mal II o Siglec-E-Fc de acuerdo con los 
procedimientos descriptos anteriormente. 
Cuantificación de proteínas 
-Método de Bradford  
Se utilizó la técnica en microescala, para la cuantificación de proteínas en 
solución. Las muestras se llevaron a 500 μl con agua, se agregaron 500 μl del 
reactivo comercial Bradford (BioRad), se agitó y determinó la absorbancia a 595 
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nm. Para la curva de calibración se utilizaron diluciones de una solución madre 
de BSA 1 mg/ml(Bradford, 1976). 
-Método de Lowry  
Cada muestra se llevó a 200 μl con agua, se le agregó 1ml de la solución de 
trabajo, se agitó y dejó reposar durante 10 min a temperatura ambiente. Luego se 
agregaron 100 μl del reactivo de Folin 1N (Sigma),se agitó e incubó en oscuridad 
durante 40 min. La absorbancia se determinó a 750 nm. Lacurva de calibración 
fue realizada utilizando diluciones de una solución patrón de BSA 1mg/ml (Lowry 
y col., 1951).  
-Solución de trabajo: esta solución se realiza en el momento de usar 
mezclando 20 ml de solución A (Carbonato de sodio 2 % en NaOH 0,1 N) con 0,4 
ml de solución B (sulfato de cobre 0,5 % en tartrato de sodio y potasio 1 %) 
-Equipamiento utilizado 
A continuación se detallan los equipos utilizados durante la realización de esta 
tesis:  
Micropipetas de marca Eppendorf y Gibson con rango variable de volumen que 
van desde 0.5-1000 μl.  
La balanza Mettler Toledo Clasic AB204-S (precisión 0,1 mg) y analítica.  
Las determinaciones de pH se realizaron por medio del pHS-3D pH Meter 
Sanxin.  
Para los cultivos se utilizó el agitador orbital termostatizado frio-calor con control 
por microprocesador Sontec modelo OS22.  
Para la esterilización del material de vidrio se usó una estufa y autoclave.  
Para la observación microscópica se utilizó el microscopio Axiostar Plus Zeizz y el 
recuento de parásitos se hizo con cámara de Neubauer.  
       Materiales y Métodos   
~ 147 ~ 
 
Para el recuento de infección por fluorescencia se utilizó el microscopio Nikon 
Eclipse E200 fluorescencemicroscope. 
Para las incubaciones a temperatura regulada se utilizó el baño termostático 
modelo Masson y el termostato electrónico Faeta S.A  
Para trabajar en esterilidad se utilizó la cabina de seguridad biológica clase II 
Biosafe Plus IIA Veco.  
Para la centrifugación en tubos Eppendorf y Falcon (15 ml y 50 ml) se utilizó la 
centrifuga de mesada Eppendorf (con regulación de temperatura, modelo 5804R) 
y para volúmenes mayores una centrifuga Sorvall RC-5B y los rotores GSA (para 
mamaderas de 250 ml) y SS-34 (para mamaderas de 50 ml).  
Para las electroforesis en geles de poliacrilamida y las transferencias de geles se 
usó el sistema Miniprotean III de BioRad y la fuente de poder PowerPac 3000 de 
BioRad.  
Para la determinación de proteína por espectrometría UV-Visible se utilizó el 
espectrómetro UVIDEC-340 Jasco y para la medición de actividad enzimática el 
espectrómetro BeckmanCoulter DU 640B.  
Para los ensayos de ELISA se usó el lector de placas Espectro Bio-Tek EL 808.  
Para las evaporaciones de solventes orgánicos se utilizó N2 gaseoso y un 
rotavaporBüchi R-114 equipado con un baño termostatizado (Büchi B-480), 
mientras que para la concentración y liofilización de muestras acuosas se utilizó 
un liofilizador-concentrador SC-110A SpeedVac Plus (ThermoSavant).  
Para las cromatografías de exclusión molecular se utilizó un colector automático 
de fracciones modelo Frac-200 de Pharmacia LKB.  
Las muestras analizadas por espectrometría de masa se llevaron a cabo en 
espectrómetro de masa Ultraflex II TOF/TOF equipado con laser UV (λem 355 
nm) y modo reflectrón, BrukerDaltonicsGmbsH, Bremen, Germany. El sistema es 
operado por el Flexcontrol 2.4.  
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En todos los casos se utilizaron solventes y reactivos de grado analítico o similar. 
Se utilizó agua deionizada grado MilliQ (resistividad 18.2 M). Todos los reactivos 
fueron de grado de pureza analítica.  
Para los ensayos de determinación y cuantificación mediante quimioluminicencia 
(reactivo de ECL) se usó el densitómetro FujiLAS1000, equipado con el programa 
IMAGE GAUGE3.122 software (Fuji Film, Tokyo, Japón). 
Los citómetros utilizados para medir la interacción de los trypomastigotes a las 
diferentes lectinas e IgGs fue el Accuri C6 (BectonDickinson), y para el ensayo de 
competencia entre Mal II y Siglec-E el citómetroFACSCalibur (BectonDickinson) 
Para la electroforesis en dos dimensiones se utilizó el equipo Mini-PROTEAN 2-D 
ElectrophoresisCell (Bio-Rad) 
Para las reacciones en cadena de Polimerasa se utilizó el ciclador de Bio-Rad 
T100™ ThermalCycler 
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